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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
% (m/V) masni delež 
% (V/V) volumski delež 
Amp ampicilin 
APS  amonijev persulfat 
bp  bazni par 
BSA  goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumine) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DTT  ditiotreitol 
E. coli Echerichia coli 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
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TCA  trikloroocetna kislina 
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1 UVOD 
Čeprav so bili peroksisomi prvič opisani pred 50 leti, se še vedno ne ve natančno, kateri so 
membranski proteini, ki so povezani s prenosom topljencev vključenih v metabolizem 
peroksisomov (De Duve in Baudhuin, 1966; Antonenkov in Hiltunen, 2012). Z 
elektrofiziološkimi pristopi je bilo ugotovljeno, da imajo vsa mikrotelesa na svojih membranah 
porotvorne proteine, pri živalih in glivah lahko najdemo več kot en tip le-teh (Antonenkov in 
sod., 2015). Na membranah peroksisomov kvasovke Saccharomyces cerevisiae so bile do sedaj 
opisane tri vrste napetostno neodvisnih kanalov, za katere se predpostavlja, da so membranski 
proteini iz družine proteinov Pex11 (Antonenkov in Hiltunen, 2012; Grunau in sod., 2009). Pri 
S. cerevisiae spadajo v družino proteinov Pex11 trije proteini, Pex11, Pex25 in Pex27, vendar 
je le Pex11 transmembranski protein (Rottensteiner in sod., 2003) ter s tem potencialni kandidat 
za tvorbo por in prenos topljencev preko membran peroksisomov. 
 
Namen naloge je bil nadgraditi raziskavo Mindthoff in sod. (2016), na osnovi katere so 
predlagali, da lahko Pex11 tvori pore v membranah peroksisomov. Cilja naloge sta bila (i) 
pridobiti rekombinantni protein Pex11 in preveriti njegovo porotovrno aktivnost na 
unilamelarnih veziklih napolnjenih s kalceinom ter (ii) preveriti specifičnost pore za prehajanje 
molekul NADH in koencima A na sistemu planarnih membran.   
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PEROKSISOMI 
Peroksisomi so celični organeli, ki so bili sprva poimenovani mikrotelesa. Odkriti so bili leta 
1954 s pomočjo elektronske mikroskopije. Ob njihovem odkritju so smatrali, da gre za fosilne 
organele in jim pripisali vlogo celičnega smetišča (Schrader in Fahimi, 2008). Kot funkcionalni 
celični organeli so bili prepoznani mnogo let kasneje, ko jih je Christian de Duve prvič izoliral 
in začel preučevati njihove biokemijske lastnosti. Ugotovil je, da so obogateni z encimi, ki so 
vpleteni v produkcijo in razgradnjo vodikovega peroksida, s čimer je povezano tudi njihovo 
trenutno ime – peroksisomi (De Duve in Baudhuin, 1966; Gabaldón, 2010). 
 
Danes se v družino mikroteles, skupaj s peroksisomi, uvršča tudi glikosome in glioksisome. 
Njihova velikost je med 0,1 µm in 1 µm. Obdani so z eno dvoslojno membrano in ne vsebujejo 
lastne DNA (Koch, 2008). Biokemijske lastnosti in funkcije peroksisomov se med posameznimi 
organizmi razlikujejo (Gabaldón, 2010), kljub temu pa jim je skupno, da so izjemno dinamični 
in plastični organeli v smislu odgovora na spremembe v okolju oziroma metabolizmu celice 
(Schrader in Fahimi, 2008). 
 
Peroksisomi lahko nastajajo de novo z brstenjem iz endoplazemskega retikuluma ali pa z 
delitvijo obstoječih peroksisomov. Po nastanku sledi zorenje, kar pomeni vključevanje novih 
matriksnih in membranskih proteinov ter lipidov (Hettema in Motley, 2009). Za peroksisome je 
značilno tudi, da pride ob ustreznih celičnih signalih do njihove razgradnje, tako imenovane 
peksofagije (Sakai in sod., 2006). 
 
Poleg katabolnih in anabolnih poti v metabolizmu lipidov, ki so ohranjene pri ljudeh in 
kvasovkah, poteka v peroksisomih tudi metabolizem vodikovega peroksida in proteinov 
oziroma aminokislin (Napaka! Neveljavno samosklicevanje zaznamka.) (Smith in Aitchison, 
2013). Peroksisomi imajo pri kvasovkah nekoliko drugačen nabor funkcij kot pri sesalcih, saj v 
njih poteka tudi del glioksilatnega cikla (van der Klei in Veenhuis, 1997). Lokalizacija encimov, 
ki so vključeni v glioksilatni cikel, je lahko med vrstami kvasovk različna; medtem ko je 
izocitrat liaza pri kvasovki S. cerevisiae citosolni encim, ga najdemo pri večini drugih vrstah 
kvasovk v peroksisomih (Kunze in sod., 2006). 
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Preglednica 1: Celični procesi povezani s peroksisomi pri rastlinah, glivah in živalih (Smith in Aitchison, 2013). 
Celične poti povezane s peroksisomi  Rastline Glive Živali 
 BIOSINTEZA 
Žolčne kisline    ✓ 
Hormoni  ✓  ✓ 
Polineasičene maščobne kisline    ✓ 
Pirimidini    ✓ 
Purini    ✓ 
Toksini   ✓  
Biotin  ✓ ✓  
Sekundarni metaboliti  ✓ ✓  
Izoprenoidi in holesterol  ✓   
 RAZGRADNJA 
Prostaglandini    ✓ 
Aminokisline   ✓ ✓ 
Poliamini  ✓ ✓ ✓ 
Vodikov peroksid  ✓ ✓ ✓ 
Maščobne kisline  ✓ ✓ ✓ 
Purini  ✓  ✓ 
Superoksidni ion  ✓  ✓ 
Metanol   ✓  
 DRUGO 
Glioksilatni cikel  ✓ ✓  
Fotorespiracija  ✓   
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2.2 MEMBRANE PEROKSISOMOV 
2.2.1 Lipidna sestava membran peroksisomov 
V membranah peroksisomov kvasovke S. cerevisiae (Preglednica 2) najdemo štiri glavne 
razrede fosfolipidov: fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilholin in fosfatidilinozitol 
(Kawalek in sod., 2016; Schneiter in sod., 1999; Flis in sod., 2015). Poleg naštetih fosfolipidov 
je v membranah peroksisomov tudi kardiolipin, ki je poglavitni lipid v membranah 
mitohondrijev (Zinser in sod., 1991) 
 
Preglednica 2: Lipidna sestava membran peroksisomov kvasovke S. cerevisiae pri gojenju na oleinski kislini (Kawalek in sod., 
2016). 
PC, fosfatifilholin; PE, fosfatidiletanolamin; PI, fosfatifilinozitol; PS, fosfatidilserin; CL, kardiolipin; PA, fosfatidna kislina. 
Delež  
lipidov (%) 
PC PE PI PS CL PA 
48,2 22,9 15,8 4,5 7 1,6 
 
Znanstvena literatura poroča, da pri metilotrofni kvasovki Pichia pastoris vir ogljika v gojišču 
vpliva na zastopanost posameznih lipidov v membranah peroksisomov (Wriessnegger in sod., 
2007), kar pa pri S. cerevisiae ni preučeno. Ob odvzemu oleinske kisline v gojišču nastopi pri 
S. cerevisiae peksofagija. Če se S. cerevisiae goji na gojiščih, v katerih so vključeni drugi viri 
ogljika, kot so na primer fermentabilni sladkorji, to vodi v manjše število peroksisomov, kar 
oteži njihovo izolacijo in posledično preučevanje lipidne sestave njihovih membran (Sakai in 
sod., 2006). 
 
2.2.2 Propustnost membran peroksisoma 
Biološke membrane lahko, glede na propustnost, delimo na dva tipa. Bolj selektivne membrane 
so tiste, ki omejujejo prosto prehajanje topljencev in imajo specifične prenašalce (plazemske 
membrane, membrane lizosomov, notranje membrane mitohondrijev in kloroplastov, ki so 
podobne notranjim membranam po Gramu negativnih bakterij) in manj selektivne membrane, 
ki imajo neselektivne transmembranske kanale za olajšano difuzijo ionov ali metabolitov 
(zunanje membrane mitohondrijev ter kloroplastov, ki so podobne zunanjim membranam po 
Gramu negativnih bakterij) (Antonenkov in Hiltunen, 2012). 
 
Prva študija, ki se je dotaknila vprašanja prepustnosti membran peroksisomov, je bil narejena 
na izoliranih peroksisomih iz podganjih jeter. V raziskavi so ugotovili, da se aktivnost encimov 
peroksisomov, v nasprotju z encimi lizosomov, ob porušitvi peroksisomalne membrane ni 
spremenila. Na podlagi teh rezultatov so zaključili, da so peroksisomalne membrane manj 
selektivne (Verleur in Wanders, 1993; Antonenkov in Hiltunen, 2012). 
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V nadaljevanju je in vivo študija peroksisomov pokazala, da so membrane peroksisomov bolj 
selektivne. Blokada delovanja peroksisomalnih encimov (malat dehidrogenaza, citrat sintaza in 
karnitin aciltransferaza) pri intaktnih celicah S. cerevisiae vodi v zaustavitev β-oksidacije, česar 
pa niso uspeli pokazati v primeru celičnih lizatov. Iz pridobljenih rezultatov so sklepali, da 
membrane peroksisomov potrebujejo prenašalne sisteme za ohranjanje redukcijskih 
ekvivalentov ter za aktivno prenašanje acetata za nemoten potek cikla β-oksidacije. Na podlagi 
tega so zaključili, da je membrana peroksisomov bolj selektivna (van Roermund in sod., 1995; 
van Roermund in sod., 1998; Kal in sod., 1999; Antonenkov in Hiltunen, 2012). 
 
Dejstvo, da se delež vodikovih in hidroksilnih ionov med lumnom peroksisomov in citosolom 
razlikuje, na prvi pogled nakazuje na dejstvo, da membrana ni prepustna za majhne in nabite 
molekule ter s tem tudi, da je membrana peroksisoma bolj selektivna (van der Lende in sod., 
2002; van Roermund in sod., 2004; Antonenkov in Hiltunen, 2012). Izkazalo se je, da meritev 
ionov na straneh membran ni ustrezna metoda za določanje prepustnosti membrane, saj je 
razlika v ionskem gradientu lahko posledica Gibbs – Donnovega efekta (Price N. C., 2001; 
Antonenkov in Hiltunen, 2012). Prav tako pa je tudi odkritje membranskih ATP transporterjev 
v membranah peroksisomov, ki spadajo v isto nadružino kot tisti na notranjih membranah 
mitohondrijev, za nekatere znanstvenike potrdilo hipotezo, da so membrane peroksisomov bolj 
selektvine (Palmieri in sod., 2001; Antonenkov in Hiltunen, 2012). 
 
Sodobni elektrofiziološki pristopi, kamor prištevamo tudi metodo vpete krpice membrane, s 
katero lahko zaznamo prisotnost že ene same pore, so ponovno odprli vprašanje propustnosti 
membran peroksisomov. Elektrofiziološke raziskave membran peroksisomov so bile opravljene 
na različnih organizmih. Ugotovljeno je bilo da imajo vsa mikrotelesa, ne glede na izvor, na 
membrani porotvorne proteine. Za razliko od rastlin imajo druge skupine organizmov tudi več 
kot en tip porotvornih proteinov (Antonenkov in Hiltunen, 2012). 
 
Leta 2009 so na peroksisomih S. cerevisiae izvedli elektrofiziološke študije porotvornosti. V 
raziskavi so dokazali obstoj treh napetostno neodvisnih kanalov s prevodnostjo 0,2 nS, 0,6 nS 
in 4,0 nS v 1 M KCl. Na peroksisomih jetrnih celic miši sta bila odkrita dva kanala s 
prevodnostjo 1,3 nS in 2,5 nS v 1 M KCl (Grunau in sod., 2009; Antonenkov in Hiltunen, 2012). 
Eden izmed njih je bil identificiran kot Pxmp2, ki ima homolog tudi pri ljudeh. Pri kvasovki S. 
cerevisiae obstajata dva homologa humanega Pxmp2: Sym1p in produkt gena YOR292c, vendar 
nobeden od njiju ni bil najden na membranah peroksisomov (prvi je mitohondrijski, drugi 
vakuolni) (Van Veldhoven in sod., 1987; Trott in Morano, 2004; Liu in sod., 2008; Antonenkov 
in Hiltunen, 2012). Glede na znane membranske proteine peroksisomov kvasovk se predvideva, 
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da so potencialni predstavniki porotvornih proteinov proteini iz družine Pex11, pri kvasovki S. 
cerevisiae peroksini 11 (Pex11), 25 (Pex25) in 27 (Pex27) (Rottensteiner in sod., 2003). 
 
2.3 PEROKSINI IN DRUŽINA PROTEINOV PEX11 
Produkti genov PEX so peroksini. Peroksini so proteini, ki so vključeni v biogenezo in 
organizacijo peroksisomov, kot je i) proliferacija peroksisomov, ii) vnos matriksnih in 
membranskih proteinov v peroksisome in iii) recikliranje receptorjev peroksisomov. Ortologi 
peroksinov obstajajo pri vseh evkariontih (Koch in sod., 2010). S proliferacijo peroksisomov je 
povezana predvsem družina proteinov Pex11. Za te proteine je značilno, da so nujni za 
rekrutiranje proteinov, ki cepijo membrane, saj končna cepitev ostaja v domeni cepitvenih 
proteinov mitohondrijev (Preglednica 3). Število proteinov v družini proteinov Pex11 je pri 
organizmih različno, prav tako so različne tudi funkcije, ki jih ti proteini opravljajo (Koch, 2008; 
Koch in sod., 2010). 
 
Preglednica 3: Pri delitvah peroksisoma (PE) in mitohondrija (MI) sodelujejo enaki proteini (Koch in sod., 2010). 
Funkcija Domena 
Sesalci Rastline Kvasovke 
PE MI PE MI PE MI 
Membrans
ki receptor 
(DLP1 
rekrutacija) 
C-TA 
TPR 
ponovitev 
Fis1 Fis1 Fis1a,b Fis1a,b Fis1 Fis1 
Membrans
ki receptor 
(DLP1 
rekrutacija) 
C-TA 
Ovita 
vijačnica 
Mff Mff - - - - 
Membrans
ki receptor 
(segregacij
a) 
C-TA 
Ovita 
vijačnica 
- - PMD1 PMD1 - - 
Membrans
ki receptor 
N-TA - 
MiD49 
MiD51/MIEF1 
- - - - 
Adapterski 
protein 
WD 40 
Drugo 
? ? Drugo ELM, drugo 
Mdv1 
Caf4 
Mdv1 
Caf4 
Scizija 
membrane 
GTPaze 
DLP1/ 
Drp1 
DLP1/Drp1 
DRP3A,B 
DPR5B 
DRP3A, B 
DPR1C, E 
Dnm1 
Vsp1 
Dnm1 
 
2.3.1 Rastlinski proteini PEX11 
Rastlina navadni repnjakovec (Arabidopsis thaliana) ima zapis za pet ortologov PEX11, 
AtPEX11-1, -2, -3, -4 in -5. Vse različice, razen AtPEX11-4, najdemo na peroksisomih kot 
transmembranske proteine. Transmembranski ortologi PEX11 pri A. thaliana imajo C- in N-
terminalni del obrnjen v citosol, kar pa ne velja za ortolog AtPEX11-3, ki ima C-terminalni del 
usmerjen v lumen peroksisomov (Lingard in Trelease, 2006; Koch in sod., 2010). 
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Ortologi PEX11 pri A. thaliana so ključni za proliferacijo peroksisomov. Podobno kot pri 
sesalcih in kvasovkah je tudi za AtPEX11 značilno, da omogoča sidranje proteina Fis1 na 
peroksisomalno membrano, ki se v nadaljevanju neposredno veže na protein Drp3a in sproži 
proces cepitve peroksisomov. (Lingard in Trelease, 2006). 
 
2.3.2 Humani proteini PEX11 
Pri sesalcih so bili identificirani trije geni PEX11, PEX11α, PEX11β in PEX11γ, ki se pri ljudeh 
izražajo v razmerju 2:5:1. Pri ljudeh za razliko od HsPEX11α, sta HsPEX11β in HsPEX11γ pod 
nadzorom konstitutivnega promotorja (Koch in sod., 2010). HsPEX11α ima 25 %, HsPEX11β 
pa 20 % aminokislinsko identičnost v primerjavi s Pex11 iz S. cerevisiae. Podobno kot pri 
kvasovkah lahko tudi humani ortologi PEX11 tvorijo homooligomerne komplekse in so 
vključeni v proliferacijo peroksisomov (Ma in Subramani, 2009). 
 
HsPEX11α ima C- in N- terminalni del obrnjena v citosol, kar mu omogoča povezovanje s 
koatomernimi proteini, vendar pa ta lastnost ni povezana s proliferacijo peroksisomov (Anton 
in sod., 2000; Maier in sod., 2000). Delecija gena PEX11αΔ pri miših ne povzroča vidnih 
fenotipskih sprememb. Prekomerno izražanje PEX11α pri mišjih modelih in humanih celičnih 
kulturah vodi v proliferacijo peroksisomov (Koch in sod., 2010). 
 
Podobno kot HsPEX11α ima tudi HsPEX11β C- in N- terminalni del usmerjen v citosol. C-
terminalni del je potreben za interakcijo s proteinom Fis1, N-terminalni del pa za 
homooligomerizacijo (Kobayashi in sod., 2007; Koch in sod., 2010). Mišji zarodki z delecijo 
ortologa PEX11βΔ imajo mnogo patoloških simptomov, ki so podobni Zellwegerjevemu 
sindromu, vključno s propadom novorojenca v neonatalnem obdobju (Koch in sod., 2010). 
 
Tudi HsPEX11γ ima oba terminalna dela obrnjena v citosol. Konstitutivno izražanje tega 
proteina so zaznali v jetrih sesalcev. Na mišjih modelih je bilo ugotovljeno, da prekomerno 
izražanje ne sproži proliferacije, ampak podaljševanje peroksisomov (Gabaldón, 2010). 
 
2.3.3 Glivni proteini Pex11 
Pex11 je najbolj zastopan peroksin v membranah peroksisomov kvasovke S. cerevisiae. Kot 
njegova homologa sta bila prepoznana Pex25in Pex27. Peroksini družine Pex11 S. cerevisiae 
imajo medsebojno 10 % identičnost in 18 % podobnost. V primerjavi s Pex11, ki je 
transmembranski protein, imata njegova homologa podaljšana N-terminalna dela in sta periferna 
membranska proteina (Rottensteiner in sod., 2003; Gabaldón, 2010; Schrader in sod., 2012) 
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Izražanje proteina Pex25 je, podobno kot v primeru proteina Pex11, sproženo z oleinsko kislino. 
Dokazali pa so tudi njegovo interakcijo z GTPazo Rho1 (Rottensteiner in sod., 2003). Izražanje 
zapisa za Pex27 za razliko od njegovih homologov ni pod vplivom oleinske kisline. Za protein 
Pex27 je bilo pokazano, da naj bi bil vključen v nastanek peroksisomov de novo in sicer kot 
negativni regulator proliferacije peroksisomov (Schrader in sod., 2012). 
 
Homolog Pex11 je bil prepoznan tudi pri kvasovkah Candida albicans, Yarrowia lipolytica, 
Hansenula polymorpha in Debaryomyces hansenii in je imenovan Pex11C. Pri nitastih glivah 
je bila najdena izoforma Pex11A, za katero je bilo pokazano, da v primeru Aspergillus oryzae 
vodi diferenciacijo peroksisomov v Woronijeva telesca1 (Schrader in sod., 2012). 
 
2.4 PEROKSIN 11 PRI KVASOVKI S. CEREVISIAE 
Raziskovanje kvasnega Pex11 se je pričelo 40 let po odkritju peroksisomov. Leta 1995 so 
protein Pex11 povezali z membrano peroksisomov ter nakazali njegovo funkcijo pri proliferaciji 
in delitvi peroksisomov (Erdmann in Blobel, 1995). 
 
Protein Pex11 še vedno ni popolnoma okarakteriziran, glede na eksperimentalne podatke pa se 
predpostavlja, da je poleg v proliferacijo in delitev peroksisomov vključen tudi v procese 
tubulacije membran peroksisomov (Opaliński in sod., 2011), prenos srednje dolgih maščobnih 
kislin v peroksisome (van Roermund in sod., 2000) ter v povezovanje peroksisomov z 
mitohondriji (Mattiazzi Ušaj in sod., 2015). 
 
2.4.1 Gen PEX11 in genska regulacija izražanja 
Za S. cerevisiae je značilno, da ima le eno različico gena PEX11, ki leži na kromosomu 15. Do 
povečanega izražanja zapisa PEX11 pride, ko kvasovka kot edini vir ogljika uporablja maščobne 
kisline. Pri takšnih pogojih se ne prepisuje le zapis PEX11, temveč pride do 10-kratnega 
povečanja izražanja vseh genov, ki so povezani z β-oksidacijo (Hiltunen in sod., 2003). 
 
Do sedaj odkriti transkripcijski faktorji, ki omogočajo izražanje genov povezanih z β-oksidacijo, 
so Pip2, Oaf1 in Adr1. Pip2 in Oaf1 tvorita heterodimere komplekse in sprožita prepisovanje 
tistih genov, ki imajo v promotorski regiji elemente ORE (ang., oleate responsive element). 
Adr1 je transkripcijski faktor z motivom cinkovih prstov, ki sproži prepisovanje genov ob 
vezavi na zaporedja UAS1 (ang., up-stream activating sequence 1). Adr1 deluje tako, da poveča 
                                                 
1 Woronijeva telesca so preobraženi peroksisomi in se nahajajo v bližini sept, ki delijo hife filamentoznih 
askomicet. Njihova funkcija je zapiranje septalnih por pri poškodbah na hifah. 
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afiniteto vezave heterodimernega transkripcijskega kompleksa Pip2-Oaf1. V delovanje Adr1 je 
še neznano kako vpleten tudi Snf1 (Gurvitz in sod., 2001; Gurvitz in Rottensteiner, 2006). 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz aktivacije promotorja gena Pex11 pri S. cerevisiae (Schrader in sod., 2012). 
 
Tako kot nekateri drugi promotorji genov za proteine, ki so posredno ali neposredno vključeni 
v β-oksidacijo, ima tudi promotor gena PEX11 zaporedje ORE, ki se prekriva z zaporedjem 
UAS1-podobnega elementa (Slika 1). Zaporedji UAS1 in ORE sta večinoma blizu skupaj. Ali 
je takšna genska regulacija ohranjena pri vseh kvasovkah, še ni znano. Element ORE je bil 
najden tudi pri vrsti Candida tropicalis, homolog Adr1 pa pri vrsti Pichia pastoris. Homologi 
Pip2, Oaf1 in Adr1 pri višjih evkariontih še niso bili identificirani (Schrader in sod., 2012). 
 
 
Slika 2: Aktivacija signalne poti RTG sproži transkripcijo tarčnih genov RTG (rdeče) (Titorenko in Terlecky, 
2011). 
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Izražanje PEX11 je bilo zaznano tudi pri preučevanju staranja kvasovk. Kadar so mitohondriji 
v kvasovkah nefunkcionalni (v primeru popolne izgube ali večjih delecijah znotraj 
mitohondrialne DNA, ali pri deleciji jedrnega gena cox4Δ, ki kodira podenoto mitohondrijske 
citokrom c oksidaze), pride do zaustavitve prvih treh reakcij cikla citronske kisline. Ker 
posledično α-ketoglutarat, ki je direktni prekurzor za glutamat, ne nastaja, mora kvasna celica 
za zagotavljanje izgradnje dušikovih spojin nadomestiti primanjkljaj oksaloacetata, acetil-CoA 
in α-ketoglutarata. Takšno fiziloško stanje se kompenzira z aktivacijo signalne poti RTG (ang. 
mitochondrial retrograde signaling pathway) (Slika 2). Heterodimerni transkripcijski faktorji 
Rtg1p–Rtg3p aktivirajo izražanje tarčnih genov RTG. Tarčni geni RTG niso le tisti, ki so 
povezani s ciklom citronske kisline, ampak tudi tisti, ki vodijo v oksidacijo maščobnih kislin in 
biosintezo peroksisomov, za slednje pa je ključen Pex11. Mehanizem aktivacije izražanja genov 
RTG ni popolnoma znan, ve se pa, da je aktivacija oksidacije maščobnih kislin ključna za 
nadomeščanje produktov cikla citronske kisline in ohranjanje živosti celic (Titorenko in 
Terlecky, 2011). 
 
2.4.2 Protein Pex11 in njegove funkcije 
Protein Pex11 je transmembranski protein, sestavljen iz 236 aminokislinskih ostankov (3). V 
monomerni obliki je velik 28 kDa, cisteinski ostanek na N-terminalnem koncu pa mu omogoča 
tvorbo homodimerov z molekulsko maso približno 60 kDa in homotetramerov z molekulsko 
maso približno 120 kDa (Schrader in sod., 2012). Kristalna struktura proteina Pex11 še ni znana, 
napovedana sekundarna struktura pa nakazuje na 6 helikalnih motivov z 18 aminokislinskimi 
ostanki ter dve transmembranski domeni (Mindthoff in sod., 2016). 
 
2.4.2.1 Proliferacija peroksisomov 
Pex11 je najbolj zastopan peroksin v S. cerevisiae in je največkrat omenjen v povezavi s 
proliferacijo peroksisomov. Erdmann in Blobel sta leta 1995 ugotovila, da delecijska mutanta 
pex11Δ raste na glukozi in etanolu, ne pa tudi na oleinski kislini. Ko sta celice preučevala s 
pomočjo elektronskega mikroskopa, sta ugotovila, da imajo celice le nekaj ogromnih 
peroksisomov (Gabaldón, 2010). Da igra Pex11vlogo pri delitvi peroksisomov, je bilo pokazano 
tudi s poskusom s prekomernim izražanjem PEX11, kar je vodilo v nastanek celic z velikim 
številom majhnih peroksisomov (Koch in sod., 2010). Število peroksisomov se ni razlikovalo, 
kadar je bilo izražanje PEX11 inducirano z oleinsko kislino in galaktozo, s čimer je bilo 
pokazano, da so delitve peroksisomov neodvisne od metabolizma peroksisoma (Li in Gould, 
2002). 
 
Predpostavljeno je bilo, da je pri delitvi peroksisomov aktivna monomerna oblika Pex11, 
medtem ko naj bi dimerne oblike delovale inhibitorno. Predpostavka izhaja iz dejstva, da imajo 
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mlajši peroksisomi nižje razmerje med dimerno in monomerno obliko Pex11 kot dozoreli 
peroksisomi. Predpostavljena razlaga je bila v nadaljevanju ovržena, saj je bilo ugotovljeno, da 
je prekomerno izražanje homologa Pex25 popravilo fenotip delecijske mutante pex11Δ 
(Gabaldón, 2010). 
 
Čeprav igra Pex11 pomembno vlogo pri delitvi peroksisomov, so glavni igralci pri delitvi 
peroksisomov dinaminom podobni proteini (DLPs/DRPs), ki imajo enake funkcije kot pri 
delitvi mitohondrijev. Pex11 je ključen pri začetku delitve peroksisomov, saj omogoča 
aktivacijo proteinov, ki so povezani z delitvijo peroksisomov. Za sesalce je znano, da je pri 
delitvi peroksisomov ključna interakcije med Fis1 in Pex11β, pri kvasovkah pa proteinske 
interakcije niso znane (Schrader in sod., 2012). 
 
2.4.2.2 Tubulacija membrane peroksisomov 
Proliferacija peroksisomov se prične tako, da pride najprej do tubulacij peroksisomalnih 
membran. S poskusi na veziklih s podobno lipidno sestavo, kot jo imajo peroksisomi, je bilo 
ugotovljeno, da je ravno Pex11 ključni faktor pri tubulaciji membran. Homologi Pex11 iz 
mnogih organizmov imajo N-terminalni del, ki tvori amfifilno vijačnico (Opaliński in sod., 
2011). Ko se amfifilna vijačnica vstavi vzporedno z ravnino membrane, so hidrofobni 
aminokislinski ostanki obrnjeni proti acilnim verigam lipidov, medtem ko so polarni 
aminokislinski ostanki obrnjeni proti polarnim glavam lipidov, kar naj bi induciralo upogibanje 
membrane (Drin in Antonny, 2010). 
 
2.4.2.3 Prenos srednje dolgih maščobnih kislin 
Za razliko od sesalcev, β-oksidacija maščobnih kislin pri kvasovkah poteka izključno v 
peroksisomih. Sprva je bilo predlagano, da prenos maščobnih kislin v peroksisome poteka po 
modelu difuzije s mehanizmom flip-flop. Danes predpostavljamo, da so za prenos odgovorni 
specifični prenašalci, nekateri pa podpirajo tretji model, ki predvideva prenos maščobnih kislin 
po obeh poteh (Hiltunen in sod., 2003). 
 
Dolge in zelo dolge maščobne kisline se aktivirajo v citosolu in se s kompleksom Pxa1p-Pxa2p 
prenesejo v peroksisome. Za razliko od njih se srednje dolge maščobne kisline aktivirajo v 
peroksisomu s proteinom Faa2p, ki je peroksisomalna acil-CoA sintaza. Mutante faa2pΔ so 
nezmožne β-oksidacije srednje dolgih maščobnih kislin in imajo enak fenotip kot delecijske 
mutante pex11Δ. Pri delecijskih mutantah pex11Δ ostane Faa2p lokaliziran v peroksisomih, 
vendar v intaktnih celicah ne nastajajo estri srednje dolgih maščobnih kislin s CoA, v nasprotju 
s celičnimi lizati, ko je celična membrana porušena, kar vodi do kontakta med Faa2p in srednje 
dolgimi maščobnimi kislinami. Latenca aktivacije srednje dolgih maščobnih kislin v mutantah 
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pex11Δ kaže na to, da je Pex11 posrednik substrata za Faa2p ali vsaj nakazuje na vključenost 
Pex11 v ta proces (Hiltunen in sod., 2003). 
 
2.4.2.4 Povezovanje peroksisomov z mitohondriji 
Povezovanje celičnih organelov odpira nova vprašanja v povezavi s tokovi ionov, lipidov in 
metabolitov ter vplivom na metabolne poti v posameznem organelu. Največ znanih povezav 
med celičnimi organeli posredujejo mitohondriji, ki se ne povezuje le s peroksisomi, ampak tudi 
z endoplazemskim retikulumom, vakuolami in plazemsko membrano. Membranska kontaktna 
mesta so območja tesne povezave med membranama dveh različnih organelov, ki omogočajo 
ne-vezikularni prenos snovi (Elbaz-Alon, 2017). 
Pex11 deluje kot sidro za vzpostavitev jukstapozicije peroksisomov in mitohondrijev. 
Povezovanje obeh tipov organelov se vrši preko mitohondrijskega proteinskega kompleksa 
ERMES, bolj natančno z vezavo Pex11 na N-terminalni del Mdm34. Ob odsotnosti Mdm34, ko 
Pex11 nima vezavnega partnerja, so peroksisomi razporejeni po celici bolj difuzno. Do fizičnih 
povezav med organeloma pride le, kadar celice rastejo na gojišču z glukozo in ne kadar so 
prisotne maščobne kisline (Mattiazzi Ušaj in sod., 2015). 
 
2.4.2.5 Porotvornost Pex11 
Nedavno so Mindthoff in sodelavci (2016) ugotovili, da je Pex11 po napovedani sekundarni 
strukturi homologen mišjemu porotvornemu proteinu TRPM8 in posledično zaključili, da bi 
lahko bil tudi sam porotvoren protein. Svojo hipotezo so preverili s sodobnimi 
elektrofiziološkimi pristopi na planarnih membranah in ugotovili, da Pex11 tvori poro s 
prevodnostjo 4 nS v 1,0 M KCl. Za razliko od TRPM8, kjer poro oblikuje tetramer, Pex11 
posreduje nastanek pore v monomerni obliki (Mindthoff in sod., 2016). 
 
Pora, ki jo tvori Pex11, ima rahlo kationsko selektivnost (razmerje PK+/PCl− ~ 1.80) in omogoča 
prehod topljencem velikosti 300-400 Da. Z metodo izločanja polimerov so ugotovili, da je 
premer najširšega dela D ~ 1.6 nm, premer najožjega dela pa D ~ 1.2 nm (Mindthoff in sod., 
2016). 
 
2.4.3 Vpliv fosforilacije Pex11 na dinamiko peroksisomov 
Peroksisomi kot dinamični organeli za svoje pravilno delovanje zahtevajo visoko stopnjo 
uravnavanja molekulskih mehanizmov, ki poteka na proteinski ravni s posttranslacijskimi 
modifikacijami. Postranslacijske modifikacije proteinov omogočajo hitrejši in reverzibilen 
odgovor, v primerjavi z regulacijo na ravni transkripcije in translacije (Oeljeklaus in sod., 2016). 
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Proteinska fosforilacija je reverzibilna kovalentna adicija fosfatne skupine na serin, treonin ali 
tirozin in je ena izmed najbolj zastopanih posttranslacijskih modifikacij pri evkariontih. Takšne 
spremembe vodijo v spremenjeno subcelično lokalizacijo samega proteina ali njegove 
konformacijske spremembe, ki lahko o(ne)mogočajo interakcije protein-protein, vplivajo na 
stabilnost, ali spremenijo katalitično aktivnost. Kar 75 % proteinov pri kvasovkah je lahko v 
fosforilirani obliki, kar kaže na pomembnost tega procesa (Oeljeklaus in sod., 2016). 
 
Vsi trije člani družine kvasnih proteinov Pex11 lahko obstajajo v multifosforilirani obliki. 
Njihova fosforilacija je reverzibilna. Za razliko od Pex11, pri Pex25p in Pex27p funkcija 
fosforilacije ni znana. Za Pex11 je bilo pokazano, da fosforilacija vpliva na njegovo aktivnost. 
Mutante s konstantno fosforilirano različico pex11 so, podobno kot pri prekomernem izražanju 
PEX11, imele hiperproliferacijski fenotip, kar se odraža v velikem številu majhnih 
peroksisomov. Mutante s konstantno nefosforilirano različico pex11 so imele enak fenotip kot 
delecijske mutante nativnega pex11Δ, z maloštevilnimi in velikimi peroksisomi (Oeljeklaus in 
sod., 2016). 
 
Ker so fosforilirani aminokislinski ostanki blizu tistih, ki določajo selektivnost za ione, so 
Mindthoff in sodelovci (2016) preverili aktivnost kanala glede na fosforilacijo. Mutanta s 
konstantno fosforilirano različico pex11 je imela večjo ionsko selektivnost v prid prehoda 
kationov, kar pa bi lahko bilo le posledica prisotnosti negativno nabitih fosfatnih skupin 
(Mindthoff in sod., 2016). 
 
Bolj očitna kot sprememba ionske selektivnosti je bila pri fosforiliranih in nefosforiliranih 
oblikah proteina razlika v stopnji β-oksidacije maščobnih kislin. Konstantno fosforilirana 
različica Pex11 ni vplivala na rast celic na gojišču z oleinsko ali lavrično kislino, je pa povečala 
stopnjo β-oksidacije. Stopnja β-oksidacije mutant z nefosforilirano različica pex11 je bila 
občutno nižja v primerjavi s sevi z rekombinatno izraženim proteinom (Mindthoff in sod., 
2016).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema in aparature 
Preglednica 4: Laboratorijska oprema in aparature. 
Laboratorijska oprema in aparature Proizvajalec Država 
aparatura za agarozno elektroforezo Amersham Pharmacia 
Biotech 
  
Velika Britanija 
    elektroforezni aparat Mini submarine unit 
 
    usmernik EPS 1001  
aparatura za NaDS-PAGE in prenos western Bio-Rad ZDA 
    elektroforetska enota Mini-PROTEAN Tetra System   
    enota za prenos western Mini Trans-Blot®    
    usmernik PowerPac 1000   
    usmernik PowerPac HC   
aparatura za PCR Mastercycler epgradient Eppendorf Nemčija 
aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene Velika Britanija 
steklene kroglice (400-600 nm)   
avtoklav Kambič Slovenija 
centrifuga 3-30 KS Sigma Nemčija 
centrifuga 5415 R Eppendorf Nemčija 
centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
centrifuga Centric 322A Tehtnica Slovenija 
črpalka P-1 in frakcijski kolektor Frac-100 Pharmacia Švedska 
dializna membrana Spectra/Por Dialysis Membrane 
MWCO 12-14 000 
Spectrum Laboratories ZDA 
mikročitalec Infinite® F Nano+ Tecan Trading AG Švica 
mikrotitrne plošče, črne, 96 jamic, ravno dno, Costar Fisher Scientific ZDA 
mikrotitrne plošče, PS, 96 jamic, ravno dno Greiner Bio-One Nemčija 
mikrovalovna pečica Gorenje Gorenje Slovenja 
NC membrana Trans-Blot® Transfer Medium (0.45 µm) Bio-Rad ZDA 
pH-meter SevenMulti™  Mettler Toledo Švica 
rotacijski stresalnik The Belly Dancer/hybridization vodna 
kolep Stovall life sciences Inc. ZDA 
rotacijski uparjevalnik R-134, V700 Büchi Švica 
Vertikalni rotor   
sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics ZDA 
spektrofotometer NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific ZDA 
spektrofotometer Shimadzu UV-1800 Shimadzu Japonska 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 4: Laboratorijska oprema in aparature. 
Laboratorijska oprema in aparature Proizvajalec Država 
stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica Slovenija 
tehtnica L420 S Sartorius Nemčija 
tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS100 Lab4You GmbH Nemčija 
vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica Slovenija 
vodna kopel Fisherbrand™ Isotemp™ Digital Control 
Water Baths: Model 215 Fisher Scientific ZDA 
FastDigest Buffer Thermo Fisher Scientific ZDA 
hladilnik +4°C Gorenje Slovenija 
hladilnik -20°C  Liebherr Nemčija 
hladilnik -80°C Ultra Low Sanyo Japonska 
magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
mikročitalec BioTek Cytation 3 Thermo Fisher Scientific ZDA 
 
3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 5: Kemikalije. 
Kemikalija Proizvajalec Država 
30% akrilamid Bio-Rad ZDA 
1,4-ditiotreitol (DTT) Fluka Francija 
Agar, CSM-URA, YNB-AA, pepton Formedium VB 
Sephadex® G-50 Medium GE Healthcare VB 
LB gojišče LLG Labware Nemčija 
TALON Clontech ZDA 
Agaroza Nippon Genetics Europe Japonska 
Natrijev dodecil sulfat (NaDS), SOB-Medium Roth Nemčija 
2-merkapto-etanol, ampicilin, glicin, kalcein, TEMED 
(N,N,N´,N'-tetrametiletilendiamin), Trizma® base, tween 
20, Western Blocking Reagent (WBS), srebrov nitrat 
(AgNO3), tripton, kvasni ekstrat, glukoza, rafinoza, 
galaktoza, glicerol, amonijev sulfat ((NH4)2SO4), borova 
kislina (H3BO3), imidazol, formaldehid 
Sigma ZDA 
2-propanol, citronska kislina, EDTA, natrijev hidrksid 
(NaOH), natrijev klorid (NaCl), magnezijev klorid 
(MgCl2), kalcijev klorid (CaCl2), kalijev klorid (KCl), 
litijev acetat (CH3COOLi), magnezijev sulfat (MgSO4), 
ocetna kislina (CH3COOH), polietilen glikol (PEG 3350), 
trikloroocetna kislina (TCA), natrijev dihidrogenfosfat  
Merck Nemčija 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 5: Kemikalije. 
Kemikalija Proizvajalec Država 
(NaH2PO4), Tris-HCl/Tris, citronska kislina (C6H8O7), 
natrijev karbonat (Na2CO3) 
Merck Nemčija 
DNA Gel Loading Dye, GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific ZDA 
Aceton, etanol, kloroform, metanol Carlo Erba Italija 
 
3.1.3 Raztopine, gojišča in standardi 
Preglednica 6: Raztopine, gojišča in standardi. 
Raztopine, gojišča in standardi Sestava 
Luria Bertanijevo gojišče (LB) 1 % (m/V) tripton, 0,5 % (m/V) kvasni ekstrakt, 1 % 
(m/V) NaCl (15 mg/mL agar) 
Super optimalno gojišče (SOB) 2 % (m/V) tripton, 0,5 % (m/V) kvasni ekstrat, 8, 56 mM 
NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10mM MgSO4 
YPD 1 % (m/V) kvasni ekstrakt, 2 % (m/V) pepton, 2 % 
(m/V) glukoza 
YNB-URA 0,17 % (m/V) YNB-AA, 0,5 % (m/V) (NH4)2SO4, 
0,067 (m/V) CSM-URA, 2 % (m/V) sladkorja ali 0,1 % 
oleinske kisline ali 4 % glicerola (15 mg/mL agar) 
NaDS elektroforezni pufer (10x) 3,03 % (m/V) Tris, 14,4 %(m/V) glicin, 1 % (m/V) 
NaDS 
NaDS ločevalni gel, 12,5 % (0,75 mm) 4,225 ml dH2O, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH = 8,8), 3,125 ml 
30 % (m/V) akrilamid, 100 µL 10 % (m/V) NaDS, 50 
µL 10 % (m/V) APS, 5 µL TEMED 
NaDS nanašalni gel, 4 %(0,75 mm) 1,270 ml dH2O, 500 µL 0,5 M Tris (pH = 6,8), 200 µL 
30 % (m/V) akrilamid, 20 µL 10 % (m/V) NaDS, 10 µL 
10 % (m/V) APS, 2 µL TEMED 
Towbin pufer 10 % (V/V) 10x NaDS pufer, 20 % metanol 
TBE 5,4 % (m/V) Tris, 2,7 % (m/V) borova kislina, 2 % 
(V/V) 0,5M EDTA 
TBS 199 mM Tris, 3 M NaCl 
TBST 199 mM Tris, 3 M NaCl, 0,1% (V/V) Tween-20 
Pufer za ekstrakcijo 200 mM Tris (pH = 8,0), 150 mM (NH4)2SO4, 10 % 
(V/V) glicerol 
Pufer za lizo 300 mM NaCl, 10 % (V/V) glicerol, 50 mM NaH2PO4 
(pH = 7,5) 
Pufer za spiranje 300 mM NaCl, 10 % (V/V) glicerol, 50 mM NaH2PO4 
(pH = 7,5), 10 mM imidazol, 0,1 % (V/V) Fos-Cholin-
10 
 
 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 6: Raztopine, gojišča in standardi. 
Raztopine, gojišča in standardi Sestava 
Pufer za spiranje 300 mM NaCl, 10 % (V/V) glicerol, 50 mM 
NaH2PO4 (pH = 7,5), 10 mM imidazol, 0,1 % (V/V) 
Fos-Cholin-10 
Pufer za elucijo 300 mM NaCl, 10 % (V/V) glicerol, 50 mM 
NaH2PO4 (pH = 7,5), 100 mM imidazol, 0,1 % 
(V/V) Fos-Cholin-10 
Pufer za dializo 300 mM NaCl, 10 % (V/V) glicerol, 50 mM 
NaH2PO4 (pH = 7,5), 0,1 % (V/V) Fos-Cholin-10 
Raztopina za fiksacijo gela pri barvanju s srebrom 30 % (V/V) etanol, 10 % (V/V) ocetna kislina 
Raztopina za razvijanje pri barvanju s srebrom 28,5 g Na2CO3, 0,5 ml 37 % formaldehida, MQ do 
1 L 
 
3.1.4 Uporabljeni komercialni kompleti reagentov 
Preglednica 7: Komercialni kompleti. 
Komplet Proizvajalec Država 
Pierce™ Bovine Serum Albumin Standard 
Pre-Diluted Set 
Bio-Rad ZDA 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
GeneJET Gel Extraction Kit 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
 
3.1.5 Encimi 
Preglednica 8: Encimi. 
Encim Proizvajalec Država 
BamHI Fermentas Kanada 
HindIII Fermentas Kanada 
EcoRI Thermo Fisher Scientific ZDA 
Polimeraza PFU Thermo Fisher Scientific ZDA 
T4 DNA Ligaza Thermo Fisher Scientific ZDA 
 
3.1.6 Lipidi in detergenti 
Preglednica 9: Lipidi in detergenti. 
Lipid in detergenti Proizvajalec Država 
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholin Avanti Polar Lipida ZDA 
Fos-holin-10 Anatrace ZDA 
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3.1.7 Plazmidni vektorji 
pJET1.2/blunt, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
pYES2, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 
3.1.8 Začetni oligonukleotidi 
Preglednica 10: Začetni oligonukleotidi. 
Začetni 
oligonukleotid 
Zaporedje 
Pex11-1600-
smerni 
5′- CGCGGATCCGAGGCGAGGGTTAGAATCA -3′ 
Pex11-700-
smerni 
5′- CGCAAGCTTATGGTCTGTGATACACTGGT -3′ 
Pex11-
protismerni 
5′- 
CGCGAATTCCTAATGGTGATGGTGATGGTGTGTAGCTTTCCACAT 
GTCTTG -3′ 
 
3.1.9 Protitelesa 
Preglednica 11: Protitelesa. 
Protitelesa Proizvajalec Država 
Primerna protitelesa 
6 x his tag monoclonal Ab (his.h8), # MA1-21315 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Sekundarna protitelesa 
Anti MOUSE, Jackson Immunores., #115-035-003 
 
3.1.10 Organizmi 
 Escerichia coli DH5α (F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 
φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK–mK+), λ–) 
 Saccharomyces cerevisiae Y7092 MATα can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ ura3Δ0 
leu2Δ0 his3Δ1 met15Δ0 LYS2+ 
 Saccharomyces cerevisiae INVSc1 MATa his3D1 leu2 trp1-289 ura3-52 MAT his3D1 
leu2 trp1-289 ura3-52 
 Saccharomyces cerevisiae CEN.PK MATa MAL2-8c SUC2 ura3-52 
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3.2 METODE 
3.2.1 Priprava ekspresijkish sistemov 
Da bi pridobili rekombinantni protein Pex11, smo pripravili dva različna ekspresijska vektorja. 
V vektor pYES2 smo vstavili gen PEX11 (pYES2-Pex11-700) in gen PEX11 z nativnim 
promotorjem (pYES2-Pex11-1600). Ekspresijska vektorja smo transformirali v ekspresijska 
seva S. cerevisiae INVSc1 in CEN.PK 113-5D (CEN.PK) ter s tem pripravili štiri različne 
ekspresijske sisteme INVSc1 + pYES2-Pex11-700, INVSc1 + pYES2-Pex11-1600, CEN.PK + 
pYES2-Pex11-700 in CEN.PK + pYES2-Pex11-1600. 
 
Iz seva S. cerevisiae Y7092 smo izolirali genomsko DNA in z verižno reakcijo s polimerazo 
(PCR) pomnožili gen PEX11 (Pex11-700) oziroma gen PEX11 z nativnim promotorjem (Pex11-
1600). Ker natančna velikost promotorskega zaporedja ni znana, smo pomnožili zaporedje 900 
bp navzgor od gena, saj je večinoma promotorjev blizu gena in ima obseg med 100 in 1000 bp 
(Koch, 2008). Oba produkta PCR smo ligirali neposredno v plazmid pJET1.2/blunt in 
transformirali v kompetentne celice Escerichia coli DH5α. Posamezno transformanto smo 
namnožili v gojišču LB z dodatkom ampicilina (100 µg/ml) in plazmid izolirali s komercialnim 
kompletom GeneJET Plasmid Miniprep Kit po navodilih proizvajalca (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). 
 
V nadaljevanju smo fragmenta Pex11-700 oziroma Pex11-1600 pridobili z restrikcijo izoliranih 
vektorjev. Vektor smo rezali z ustreznima paroma restrikcijskih encimov, ki sta prepoznala 
zaporedja, ki so bila dodana na začetne oligonukleotide za pridobivanje fragmentov iz genomske 
DNA kvasovk. Rezana fragmenta in rezana dela vektorjev smo ločili z agarozno elektroforezo. 
Rezana fragmenta smo iz agaroznega gela očistili s pomočjo komercialnega kompleta GeneJET 
Gel Extraction Kit po navodilih proizvajalca (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Fragment smo z 
ligacijo vključil v ekspresijski vektor pYES2, ki smo ga odprli in očistili na enak način kot 
fragmenta. Pripravljen ekspresijski vektor smo transformirali v kompetentne celice E. coli 
DH5α, posamezne transformante smo namnožili v gojišču LB z dodanim ampicilinom (100 
µg/ml) in izolirali plazmid s komercialnim kompletom GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca. Ustreznost nukleotidnega zaporedja 
vstavljenih fragmentov smo preverili s sekvenciranjem. 
 
Ekspresijska plazmida pYES2 + Pex11-700 oziroma pYES2 + Pex11-1600 smo transformirali 
v dva različna seva kvasovke S. cerevisiae, in sicer v seva INVSc1 in CEN.PK ter s tem pridobili 
že prej omenjene štiri različne ekspresijske sisteme.  
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3.2.1.1 Izolacija genomske DNA kvasovke S. cerevisiae 
Genomsko DNA S. cerevisiae smo izolirali po protokolu Looke in sod. (2011). S cepilno zanko 
smo prenesli eno kolonijo S. cerevisiae seva Y7092 v 5 mL gojišča YPD ter celice gojili preko 
noči. Dva mL prekonočne kulture smo centrifugirali 3 min pri 14000×g in sobni T, odlili 
supernatant in celično usedlino resuspendirali v 100 µL raztopine 0,2 M litijevega acetata z 
dodatkom 1 % natrijevega dodecil sulfata. Suspenzijo celic smo inkubirali 5 min v vodni kopeli 
pri 70 °C. Po inkubaciji smo dodali 300 μL 96 % etanola in premešali na vibracijskim mešalniku. 
Nato smo centrifugirali 3 min pri 14000×g in sobni T, odlili supernatant in usedlino sprali z 1 
mL 70 %-nega etanola. Sledilo je ponovno centrifugiranje. Supernatant smo odstranili, usedlino 
resuspendirali v 35 μL pufra TE ter centrifugirali 15 s pri 12000×g in sobni T. Supernatant z 
genomsko DNA smo do uporabe shranili pri -20 °C. Koncentracijo genomske DNA smo določili 
z meritvijo absorbance pri 260 nm na nanoDropu 1000 (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 
3.2.1.2 Verižna reakcija s polimerazo 
Z verižno reakcijo s polimerazo smo iz izolirane genomske DNA seva S. cerevisiae Y7092 
pomnožili zaporedji Pex11 in Pex11 z nativnim promotorjem. Pripravili smo PCR mešanici z 
volumnom 50 µL (Preglednica 12).  
 
Preglednica 12: Reagenti za mešanico PCR. 
Reagenti Volumen Končne koncentracije 
Polimeraza PFU 0,5 μL 0,05 U/uL 
dNTP 2 μL 0,1 M 
Pufer 5 μL 1x 
Smerni oligonukleotid 1 μL 200 nM 
Protismerni oligonukleotid 1 μL 200 nM 
DNA 1 μL gDNA cca. 0,5 ng/ul 
MQ 39,5 μL  
 
Smerni začetni oligonukleotid, ki je nalegal na zaporedje PEX11, je imel na 5' koncu dodano 
prepoznavno mesto za HindIII. Smerni začetni oligonukleotid, ki je nalegal na zaporedje za 
promotor gena PEX11, je imel na 5' koncu dodano prepoznavno mesto za BamHI. Protismerni 
začetni oligonukleotid je bil pri obeh reakcijah enak in je imel na 5' koncu dodan polihistidinski 
rep (6xHis) ter prepoznavno mesto za EcoRI. Pomnoževanje zaporedij je potekalo po 
programih, opisanih v Preglednica 13. 
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Preglednica 13: Programa PCR za pomnožitev zaporedja Pex11 (Pex11-700) in zaporedja Pex11 z nativnim 
promotorjem (Pex11-1600). 
PCR program Pex11-700   PCR program Pex11-1600  
94 °C 3 min   94 °C 3 min  
94 °C 30 s   94 °C 30 s  
55 °C 30 s   55 °C 30 s  
72 °C 1 min 50 s 30x  72 °C 3 min 15 s 25x 
72 °C 7 min   72 °C 7 min  
4 °C ∞   4 °C ∞  
 
3.2.1.3 Restrikcija in ligacija 
Produkta PCR Pex11-700 oziroma Pex11-1600, pridobljena s polimerazo PFU, sta imela tope 
konce in smo ju zato ligirali neposredno v plazmid pJET1.2/blunt, ki je komercialen odprt 
plazmid s topimi konci. Vmesno ligiranje v pJET1.2/blunt je bilo izvedeno zaradi nezadostne 
restrikcije fragmentov PCR ter posledično neuspešne ligacije v ekspresijski vektor pYES2. 
Ligacija je potekala 30 min v vodni kopeli pri 22 °C, ligacijska mešanica z volumnom 10 µL je 
bila pripravljena po navodilih proizvajalca DNA ligaze T7 (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
 
Pripravljena vektorja pJET1.2/blunt z vstavljenima fragmentoma smo transformirali v E. coli 
DH5α, celice z vektorjem namnožili v gojišču LB z dodatkom ampicilina (100 µg/ml) in izolirali 
plazmide s kitom GeneJET Plasmid Miniprep Kit po navodilih proizvajalca (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). 
 
Restrikcija vektorja pJET1.2/blunt + Pex11-700 in pJET1.2/blunt + Pex11-1600, z volumnom 
restrikcijske mešanice 50 µL je potekala 20 min v vodni kopeli pri 37 °C in je bila pripravljena 
po navodilih proizvajalca (Thermo Fisher Scientific, ZDA). Pridobljena fragmenta z ustreznimi 
štrlečimi konci smo ligirali v odprti vektor pYES2.  
 
Restrikcijska encima za pripravo ekspresijskega vektorja pYES2-Pex11-700 sta bili HindIII in 
EcoRI. S tem parom encimom smo odprli vektor pYES2 in izrezali zaporedje Pex11 iz vektorja 
pJET1.2/blunt + Pex11-700. Restrikcijska encima za pripravo ekspresijskega vektorja pYES2 + 
Pex11-1600 sta bila BamHI in EcoRI. S tem parom encimom smo odprli vektor pYES2 in 
izrezali zaporedje Pex11 z nativnim promotorjem iz plazmida pJET1.2/blunt + Pex11-1600. 
 
Uspešnost restrikcij in ligacij smo potrdili s kontrolno restrikcijo ter z reakcijo PCR, pri čemer 
smo uporabili enake začetne oligonukleotide in program PCR kot za pridobivanje fragmentov.  
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3.2.1.4 Priprava kompetentnih celic E. coli DH5α 
Priprava kompetentnih celic je potekala po protokolu Sambrook in sod. (2001). Bakterijske 
kolonije smo prenesli v 50 mL svežega tekočega gojišča LB in jih gojili do optične gostote pri 
600 nm (OD600) ~ 0,4. Bakterijsko suspenzijo smo nato prenesli v ohlajeno, sterilno 50 mL 
centrifugirko ter jo na ledu inkubirali 10 min. Suspenzijo celic smo centrifugirali 10 min pri 
2700×g in 4 °C, odstranili supernatant in celično usedlino sprali s 30 mL hladne, sterilne 
raztopine 80 mM MgCl2 z 20 mM CaCl2. Sledilo je ponovno centrifugiranje. Usedlino celic smo 
resuspendirali v 1,5 mL ohlajene raztopine 0,1 M CaCl2 ter pripravili alikvote kompetentnih 
celic z volumnom 100 μL, ki smo jih nemudoma po pripravi uporabili za transformacijo ali pa 
zamrznili pri -80 °C do nadaljnje uporabe. 
 
3.2.1.5 Transformacija bakterij E. coli DH5α 
Transformacija kompetentnih celic E. coli DH5α je potekala po protokolu Sambrook in sod. 
(2001). Petdesetim μL kompetentnih celic smo dodali 10 μL transformirajoče DNA, ki ni 
presegala skupne mase 50 ng. Mešanico smo premešali z uporabo avtomatske pipete in jo 30 
min inkubirali na ledu. Sledil je 90 s toplotni šok v vodni kopeli pri 42 °C ter 2 min ohlajanje 
na ledu. Transformacijski mešanici smo dodali 500 μL bogatega gojišča SOB ter transformante 
gojili 60 min pri 37 °C in stresanjem pri 280 obratih/min. Celice smo centrifugirali 3 min pri 
6000×g in sobni T, odstranili smo 400 µl supernatanta in na trdni gojišči LB z dodanim 
ampicilina (100 µg/ml) nanesli 10 μL in 90 μL transformant in jih gojili preko noči pri 37 °C. 
 
3.2.1.6 Priprava kompetentnih celic kvasovk S. cerevisiae 
Kompetentne celice smo pripravili po protokolu Fukuda in sod. (1983). Eno kolonijo sevov 
INVSc1 oziroma CEN.PK smo prenesli v 10 mL gojišča YPD in celice razraščali preko noči. 
Naslednji dan smo delež suspenzije celic prenesli v 25 mL gojišča YPD z začetno optično 
gostoto pri 600 nm ~ 0,1 in jih razraščali približno 4 h do končne optične goste pri 600 nm ~ 
0,5. Deset mL kvasne kulture smo prenesli v sterilno 15 mL centrifugirko in centrifugirali 5 min 
pri 1750×g in sobni T. Odstranili smo supernatant in celično maso resuspendirali v 5 mL sterilne 
dH2O. Celice smo ponovno centrifugirali, resuspendirali v 500 μL 0,1 M litijevim acetatom in 
vsebino prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirko. Celice smo centrifugirali 1 min pri 2400×g in 
sobni T, odstranili supernatant, jih resuspendirali v 200 μL 0,1 M litijevem acetatu in pripravili 
alikvote kompetentnih celic z volumnom 60 μL, ki smo jih nemudoma po pripravi uporabili za 
transformacijo ali pa zamrznili pri -80 °C za nadaljnjo uporabo. 
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3.2.1.7 Transformacija kvasovk S. cerevisiae z litijevem acetatom 
Kvasne celice smo transformirali po protokolu Fukuda in sod. (1983). Kompetentnim kvasnim 
celicam smo dodali transformacijsko mešanico, s sestavo: 240 μL polietilenglikol 3350, 36 μL 
1 M litijevega acetata, 50 μL predhodno kuhane enoverižne DNA s koncentracijo 2 mg/mL, 0,1 
μg ustreznega plazmida in 24 μL sterilne dH2O. Transformacijsko mešanico in celice smo 
previdno premešali, inkubirali 30 min v vodni kopeli pri 30 °C in nato še nadaljnjih 30 min pri 
42 °C. Po inkubaciji smo celicam dodali 700 μL sterilne dH2O, jih premešali na vibracijskem 
mešalniku in centrifugirali 5 min pri 2400×g in sobni T. V nadaljevanju smo odstranili 
supernatant in celice sprali s 300 μL sterilne dH2O. Celice smo ponovno centrifugirali, odstranili 
supernatant in resuspendirali v 100 μL sterilne dH2O. Na ustrezne selekcijske plošče smo 
razmazali 10 μL in 90 μL transformant ter plošče gojili 3 dni pri 30 °C. 
 
3.2.2 Analiza ekspresijskih sistemov 
Z namenom, da bi določili, kateri izmed štirih ekspresijskih sistemov (kombinacija 2 različnih 
sevov in 2 različnih konstruktov) je primernejši za produkcijo rekombinantnega proteina Pex11, 
smo (i) preverili hitrosti rasti ekspresijskih sistemov ter hkrati ovrednotili (ii) količino 
rekombinantnega proteina Pex11 pri vseh štirih ekspresijskih sistemih v povezavi s gojenjem v 
gojiščih z različnimi viri ogljika. 
 
Vsem štirim ekspresijskim sistemom smo določili hitrosti rasti na izbranih gojiščih. Iz 
pridobljenih podatkov smo izrisali rastne krivulje in izračunali generacijske čase za posamezen 
ekspresijski sistem. Možnost bakterijske kontaminacije gojišč smo izključili s svetlobno 
mikroskopijo ob koncu meritev. Ekspresijske sisteme s krajšimi generacijskimi časi smo v 
nadaljevanju uporabili za ovrednotenje količine produkcije rekombinantnega proteina. 
 
Količino pridobljenega rekombinantnega Pex11 smo ovrednotili pri štirih različnih pogojih 
gojenja. Z namenom, da bi zagotovili, da so vse celice požete istočasno, smo izbranim 
ekspresijskim sistemom najprej določili hitrosti rasti pri izbranih gojitvenih pogojih. Določili 
smo čas, pri katerem sev doseže stacionarno fazo in sicer tako, da smo prenesli eno kolonijo v 
10 mL gojišča in neto prenesli 250 µl tako pripravljene prekonočne kulture v 25 mL gojišča. 
Rast smo spremljali spektrofotometrično z meritvami optične gostote pri 600 nm. 
 
Na podlagi rastnih krivulj smo izdelali gojitvene načrte z gojišči, ki omogočajo gojenje celic za 
pridobitev zadostne celične mase in določili ustrezen čas indukcije izražanja rekombinantnega 
Pex11. Iz požetih celic smo pripravili celične lizate in jim izenačili koncentracijo celokupnih 
proteinov. Proteine celičnih lizatov smo ločili s poliakrilamidno elektroforezo v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata (NaDS-PAGE), naredili prenos western in rekombinanten Pex11 
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immunodetektirali s komercialnim kompletom za detekcijo z ECLTM Prime Western Blotting 
Detection (GE Healthcare, ZDA). Z meritvijo jakosti signala na lisah na membranah po prenosu 
western smo posredno določili količino rekombinantnega proteina v posameznem vzorcu. 
Program gojenja in ekspresijski sistem z največjim deležem proteina smo uporabili za 
pridobivanje rekombinantnega proteina na večji skali. 
 
3.2.2.1 Določanje hitrosti rasti ekspresijskih sistemov 
Posamezno kolonijo ekspresijskega sistema smo prenesli v 10 mL gojišča YPD in gojili preko 
noči. Naslednji dan smo inokulirali 25 mL tekočega gojišča YNB-URA z dodanimi različnimi 
viri ogljika: 2 % glukoza (glc) ali 2 % galaktoza (gal) ali 2 % rafinoza (raf) in 4 % glicerol (gly). 
Rast smo spremljali spektrofotometrično z meritvami optične gostote pri 600 nm. Hkrati smo 
spremljali rast kontrolnega seva BY4741 pri enakih rastnih pogojih. 
Iz pridobljenih podatkov smo izrisali rastne krivulje in izračunali generacijski čas po formulah 
(1) in (2), kjer so µ konstanta hitrosti rasti, X2 optična gostota po določenem času inkubacije v 
eksponentni fazi rasti, X1 optična gostota kulture na začetku eksponentne faze rasti, t čas 
inkubacije med obema izbranima točkama, tgen generacijski čas seva in 0.301 konstanta oziroma 
pretvornik iz dvojiškega v desetiški logaritem. 
 
 𝜇 =  
log 𝑋2−log𝑋1
0,301 ∙𝑡
 
… (1) 
 𝑡𝑔𝑒𝑛 =  
1
𝜇
  
… (2) 
3.2.2.2 Svetlobna mikroskopija 
Sto µL kulture smo prenesli v mikrocentrifugirko in centrifugirali 5 min pri 5000×g in sobni T, 
odstranili smo supernatant in celično usedlino resuspendirali v 20 µL dH2O. S tem smo pridobili 
gosto suspenzijo, ki smo jo nanesli na objektno steklo in preverili kontaminacijo vzorca s 
svetlobnim mikroskopom pri 1000-kratni povečavi.  
 
3.2.2.3 Gojenje celic za ovrednotenje količine produkcije rekombinantnega proteina 
Za ovrednotenje količine pridobljenega rekombinantnega proteina Pex11 smo izbrali 
ekspresijski sev CEN.PK in ga analizirali pri štirih različnih programih gojenja: 
 
1. Glc 5 – ekspresijski sistem CEN.PK + pYES2-Pex11-1600. Prekonočna kultura YNB-
URA + 2 % glc, kjer sev zraste do OD600 = 5 (Preglednica 14, rdeči razdelek). Inokulacija 
1 % v 25 mL rastnega gojišča YNB-URA + 2 % glc, kjer sev zraste do OD600 = 5 
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(Preglednica 14, modri razdelek). Prenos celotne celične mase in inkubacija 8 h v YNB-
URA + 4 % gly (Preglednica 14, rumeni razdelek). Prenos celotne celične mase in 
indukcija izražanja proteina 24 h z YNB-URA 0,1 % OA (Preglednica 14, sivi razdelek). 
2. Glc 8 – ekspresijski sistem CEN.PK + pYES2-Pex11-1600. Prekonočna kultura YNB-
URA + 2 % glc, kjer sev zraste do OD600 = 5 (Preglednica 14, rdeči razdelek). Inokulacija 
1 % v 25 mL rastnega gojišča YNB-URA + 2 % glc, kjer sev zraste do OD600 = 8 5 
(Preglednica 14, modri razdelek). Prenos celotne celične mase in inkubacija 8 h v YNB-
URA + 4 % gly (Preglednica 14, rumeni razdelek). Prenos celotne celične mase in 
indukcija izražanja proteina 24 h z YNB-URA 0,1 % oleinske kisline (OA) (Preglednica 
14, sivi razdelek). 
3. Raf – ekspresijski sistem CEN.PK + pYES2-Pex11-1600. Prekonočna kultura YNB-URA 
+ 2 % raf, kjer sev zraste do OD600 = 5 (Preglednica 14, rdeči razdelek). Inokulacija 1 % 
v 25 mL rastnega gojišča YNB-URA + 2 % raf, kjer sev zraste do OD600 = 5 (Preglednica 
14, modri razdelek). Prenos celotne celične mase in inkubacija 8 h v YNB-URA + 4 % 
gly (Preglednica 14, rumeni razdelek). Prenos celotne celične mase in indukcija 
izražanja proteina 24 h z YNB-URA 0,1 % OA (Preglednica 14, sivi razdelek). 
4. Gal – ekspresijski sistem CEN.PK + pYES2-Pex11-700. Prekonočna kultura YNB-URA 
+ 2 % raf, kjer sev zraste do OD600 = 5 (Preglednica 14, rdeči razdelek). Inokulacija 1 % 
v 25 mL rastnega in indukcijskega gojišča YNB-URA + 2 % gal, kjer sev zraste do OD600 
= 5 (Preglednica 14, sivi razdelek). 
 
Pri prenosu celotne celične mase v sveže gojišče smo celice centrifugirali 5 min pri 2500×g in 
sobni T, in jih oprali s sterilno, ogreto na sobno T Milli-Q vodo (MQ). Enako smo celice tretirali 
po končanem izražanja proteinov. Celično usedlino smo zamrznili v tekočem dušiku in shranili 
pri -80 °C. 
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Preglednica 14: Gojitveni načrt. 
Rdeči razdelek predstavlja inokulacijo v 10 ml gojišča in gojenje preko noči, modri čas rasti v rastnem gojišču v 
25 ml, rumeni inkubacijo na glicerolu in sivi pričetek izražanja gena Pex11. 
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3.2.2.4 Priprava celičnih lizatov 
Celično usedlino, shranjeno pri -80 °C, smo odmrznili na ledu in prenesli približno 50 µL celic 
v novo mikrocentrifugirko. Celicam smo dodali 500 µL sveže pripravljenega pufra za lizo celic 
in 10 min inkubirali na ledu. Po inkubaciji smo proteine oborili s 10 % trikloro-ocetno kislino 
tako, da je bila končna koncentracija kisline 5 %. Sledila je ponovna 10 min inkubacija na ledu. 
Ekstrakte smo centrifugirali 5 min pri 20.000×g in sobni T. Odstranili smo supernatant, celice 
sprali z MQ, ponovno centrifugirali in celično usedlino resuspendirali v 100 µL MQ. 
 
3.2.2.5 Določanje koncentracije proteinov 
Koncentracijo celokupnih proteinov v celičnih lizatih smo določili s komercialnim kompletom 
za BCA test Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po navodilih 
proizvajalca. Za določitev koncentracije proteinov v vzorcih smo uporabili standardne 
koncentracije govejega serumskega albumina komercialnega kompleta Pierce™ Bovine Serum 
Albumin Standard Ampules 2mg/mL.  
 
Za določanje koncentracije celokupnih proteinov celičnih lizatov smo pomerili koncentracije 
proteinov pri neredčenih in pri 2-, 4-, 8-, 16-, 32- in 64-krat redčenih vzorcih. Vzorce smo 
pripravili v mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami tako, da smo k 10 µl vzorca dodali 190 µl 
mešanice reagentov A in B (v razmerju 1:50). Po 30 min inkubaciji pri 37 °C smo izmerili 
absorbanco pri valovni dolžini 562 nm na mikročitalcu Infinite F nano+ (TECAN, Švica). 
 
3.2.2.6 Poliakrilamidna elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-PAGE) 
Elektroforezo smo izvajali s PowerPac HC sistemom (Bio-Rad, ZDA) na poliakrilamidnih gelih, 
ki so bili pripravljeni v laboratoriju. V osušen, sestavljen sistem smo vlili 12,5 % ločitveni gel, 
ga prelili z 1 mL dH2O in pustili 30 min pri sobni T. Nato smo odstranili dH2O, osušili stekelca 
do suhega s filter papirjem in na ločitveni gel vlili 4 % nanašalni gel. V nanašalni gel smo 
vstavili glavniček, s katerim smo naredili žepke za nanos vzorcev. Nanašalni gel smo pustili 
polimerizirati 30 min pri sobni T. Elektroforeza je potekala v 1-kratnem elektroforeznem pufru 
NaDS približno eno uro pri konstantnem toku 30 mA. Gel z ločenimi proteini smo po končani 
elektroforezi sprali z dH2O ter jih nemudoma barvali s srebrom ali naredili prenos western. 
 
Vsem vzorcem je bil dodan 1-kratni nanašalni pufer. Vzorce smo pred nanosom na NaDS-
PAGE kuhali 5 min pri 100 °C, ohladili na ledu in posedli s centrifugiranjem 2 min pri 1000×g 
in sobni T. 
 
 
28 
Košir T. Kvasni peroksin Pex11 in njegova predpostavljena funkcija transporta v membrani unilamelarnih veziklov. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
  
3.2.2.7 Prenos western in ECL detekcija 
Proteine iz NaDS-PAGE gela smo z mokrim prenosom prenesli na membrano. Membrano, filter 
papir in peno smo pred sestavljanjem namočili v Towbin pufer. Ko smo sestavili sistem za 
prenos proteinov, je bila membrana na strani anode, gel pa na strani katode. Prenos je potekal 
90 min pri konstantnem toku 200 mA. 
 
Po končanem prenosu smo membrano sprali z MQ in 1-kratnim pufrom TBS. Kot pozitivno 
kontrolo prenosa western smo na košček membrane nanesli 10 µL rekombinantnega proteina 
ostreolizina A s koncentracijo 0,7 mg/mL. Membrano smo blokirali vsaj 1 h v 1 %-ni 
komercialni blokadni raztopini WBS pripravljeni v 1-kratnem pufru TBS. Sledila je inkubacija 
preko noči pri 4 °C s 2.000-krat redčenimi primarnimi protitelesi v 0,5 %-ni komercialni 
blokadni raztopini WBS pripravljeni v 1-kratnem pufru TBS. Naslednji dan smo membrano 
spirali 3-krat po 15 min s 1-kratnim pufrom TBST ob konstantnem stresanju pri sobni T, čemur 
je sledila eno ura inkubacije pri sobni T s 40.000-krat redčenimi sekundarnimi protitelesi v 0,5 
%-ni komercialni blokadni raztopini WBS pripravljeni v 1-kratnem pufru TBS. Po ponovnem 
4-kratnem 15 min spiranju membrane po s 1-kratnim pufrom TBST pri sobni T s konstantnim 
stresanjem, smo sekundarna protitelesa detektirali s komercialno kompletom ECLTM Prime 
Western Blotting Detection Reagent (ECL, ang. enhanced chemiluminescence) (GE Healthcare, 
ZDA). 
 
Razvijanje membran je potekalo z detekcijsko raztopino, ki smo jo pripravili tako, da smo k 2,7 
mL µL dH2O dodali po 150 µL raztopin 1 in 2 komercialnega kompleta ECL 
TM Prime western 
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, ZDA). Raztopino smo po kapljicah nanesli na 
membrano in inkubirali 5 min na foliji. Pri razvijanju smo pazili, da na membrani ni bilo 
ostankov detekcijske raztopine in da se membrana ni izsušila. Detekcija je potekala z napravo 
G:BOX (Syngene, Velika Britanija) in programom Chemi (LFB) – Chemi Sample z 
ekspozicijskim časom 12 s ter z nalaganjem 100 slik pri 1,24 Mpix. 
 
3.2.2.8 Meritve optične gostote lis membrane po prenosu western 
Po razvijanju membran s komercialno kompletom ECL TM Prime western Blotting Detection 
Reagent smo slike, zajete v treh različnih časovnih točkah, analizirali s pomočjo programa Gel-
Pro Analyzer (Meyer Instruments, ZDA). 
 
3.2.3 Pridobivanje rekombinantnega proteina Pex11 
Za pridobivanje celične mase in rekombinantnega Pex11 v večjem merilu smo uporabili 
ekspresijski sistem CEN.PK + pYES2-1600 ter celice gojili po prilagojenem programu Glc 5 
gojitvenega načrta za ovrednotenje količine produkcije rekombinantnega proteina Pex11. Po 
29 
Košir T. Kvasni peroksin Pex11 in njegova predpostavljena funkcija transporta v membrani unilamelarnih veziklov. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
  
končani gojitvi smo celice sprali z MQ, hitro zamrznili v tekočem dušiku in jih spravili do 
naslednjega dne pri -80 °C. 
Celično usedlino smo naslednji dan na ledu odmrznili, celice s pomočjo steklenih kroglic 
mehansko razbili ter s centrifugiranjem odstranili celične ostanke. Z ultracentrifugiranjem 
supernatanta smo najprej izolirali membranske proteine, sledilo je čiščenje rekombinantnega 
proteina z afinitetno kromatografijo ter analiza pridobljenih frakcij. Frakcije smo nanesli na 
NaDS-PAGE ter gel barvali s srebrom oziroma izvedli imunodetekcijo po prenosu western. 
Elucijske frakcije z rekombinantnim Pex11 smo združili in jih dializirali. Po končani dializi smo 
vzorcu določili koncentracijo proteinov s komercialnim kompletom za BCA test Pierce™ BCA 
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po navodilih proizvajalca in ga do uporabe 
spravili pri -20 °C. 
 
3.2.3.1 Gojitveni program za pridobitev rekombinantnega proteina v večjem merilu 
Pozno zvečer smo posamezno kolonijo prenesli v 10 mL YPD ter gojili čez noč. Pri OD600 ~ 5 
smo 1 % brozge prenesli v 25 mL gojišča YNB-URA + 2 % glc in celice razraščali do OD600 ~ 
5. Celično suspenzijo smo centrifugirali 5 min pri 2500×g in sobni T, sprali s sterilno, ogreto na 
sobno T MQ in celotno celično maso prenesli v 200 ml svežega gojišča YNB-URA + 2 % glc. 
Po 10 h, ko je celična suspenzija dosegla OD600 ~ 5, smo celotno celično maso ponovno sprali, 
prenesli v 200 ml YNB-URA + 4 % gly ter gojili 8 h. Celično suspenzijo smo ponovno sprali, 
celotno celično maso prenesli v 200 mL YNB-URA + 0,1 % OA ter celice gojili 24 h. Po končani 
indukciji izražanja rekombinantnega Pex11 smo sprano celično maso hitro zamrznili v tekočem 
dušiku in spravili pri -80 °C. 
 
3.2.3.2 Izolacija membranskih proteinov 
Tekom izolacije membranskih proteinov smo vzorce neprestano inkubirali na ledu, delali smo 
z ohlajenimi raztopinami ter ohlajenimi centrifugami.  
 
Celično usedlino smo odtajali na ledu, jo resuspendirali v pufru za ekstrakcijo in ji dodali s 
kislino sprane steklene kroglice velikosti 400-600 nm. Za 500 mg mokre mase celic je 
zadostovalo 6 mL pufra za ekstrakcijo in 2 mL kroglic. Tako pripravljeno mešanico smo vsaj 5-
krat po 1 min mešali na vibracijskem mešalniku in 1 min inkubirali na ledu. Homogenat smo 
centrifugirali 10 min pri 1500×g, celične ostanke s kroglicam zavrgli (S0), pobrali supernatant 
(S1) in ga ultracentrifugirali 1 h pri 100000×g. Pridobljeni supernatant (S2) smo zavrgli, 
usedlino pa smo resuspendirali v 500 µL pufra za lizo (S3). Membranske proteine v 
pridobljenem vzorcu smo raztapljali 2 h pri 4 °C na vertikalnem rotorju s počasnim mešanjem 
v prisotnosti detergenta Fos-Cholin-10 (Anatrace, ZDA), dodanim v končni koncentraciji 0,5 
30 
Košir T. Kvasni peroksin Pex11 in njegova predpostavljena funkcija transporta v membrani unilamelarnih veziklov. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
  
%. Sledilo je ponovno ultracentrifugiranje, kjer smo usedlino zavrgli (S4), supernatant pa smo 
shranili v skrinji pri -20 °C do čiščenja z afinitetno kromatografijo.  
 
3.2.3.3 Čiščenje rekombinantnega proteina z afinitetno kromatografijo 
Pri čiščenju rekombinantnega proteina z afinitetno kromatografijo smo uporabili kobaltove 
kroglice oziroma smolo TALON (Clontech, ZDA). Ustrezno količino smole smo pred uporabo 
očistili po navodilih proizvajalca. Pri spiranju smole smo uporabili pufer brez dodanega 
detergenta. 
 
Pridobljenemu vzorcu membranskih proteinov smo dodali 500 µL kroglic in mešanico 
inkubirali s počasnim mešanjem na vertikalnem rotorju 20 min pri sobni T. Po inkubaciji smo 
vzorec centrifugirali 5 min pri 700×g in sobni T, supernatant (S5) smo zavrgli, dodali 5 mL 
pufra za spiraje ter mešanico inkubirali s počasnim mešanjem na vertikalam rotorju 10 min pri 
sobni T. Sledilo je ponovno centrifugiranje, po katerem smo ponovno ostranili supernatant (S6) 
ter ponovili spiranje smole z vzorcem s 5 mL pufra za spiranje (S7). Po ponovnem 
centrifugiranju smo smoli z vzorcem dodali 500 µL pufra za spiranje in vse skupaj prenesli na 
stekleno gravitacijsko kolono, ki smo jo predhodno sprali s 1-kratnim volumnom kolone (VK) 
1M HCl, 1-kratnim VK dH2O, 1-kratnim VK 1M NaOH, 1-kratnim VK MQ dH2O , 1-kratnim 
VK 96 % etanola, 5-kratnim VK MQ in 5-kratnim VK pufra za spiranje. Ko so se kroglice v 
gravitacijski koloni posedle, smo najprej odstranili preostanek pufra za spiranje (S8), nato smolo 
5-krat spirali s 500 µL pufra za spiranje (S9-13) in na koncu dodali 10-krat po 250 µL 
elucijskega pufra (E1-E10). Vse pridobljene frakcije smo ločili z NaDS-PAGE, gel barvali s 
srebrom oziroma naredili prenos western. Do analize smo vzorce hranili pri -20 °C. 
 
3.2.3.4 Barvanje poliakrilamidnega gela s srebrom 
Poleg prenosa western smo za detekcijo rekombinantnega proteina po NaDS poliakrilamidni 
elektroforezi gel barvali s srebrom. 
 
Poliakrilamidi gel smo najprej sprali z MQ in ga čez noč inkubirali v raztopini za fiksacijo. 
Naslednji dan smo gel spirali 5-krat po 10 min z MQ na stresalniku pri sobni T in inkubirali 30 
min v 0,0324 mM raztopini ditiotreitola (DTT). Da bi DTT čim bolje ostranili, smo gel dobro 
sprali z MQ in nato inkubirali čez noč v 0,1 % AgNO3 s stresanjem v temi pri 4 °C. Naslednji 
dan smo gel sprali z MQ in ga razvijali v sveže pripravljeni raztopini za razvijanje. Razvijanje 
je potekalo tako dolgo dokler nismo videli pričakovanih lis ali dokler ni gel porumenel. 
Razvijanje smo prekinili z dodatkom citronske kisline. 
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3.2.3.5 Dializa 
Elucijske frakcije z rekombinantnim Pex11 po afinitetni kromatografiji smo združili in s tem 
pridobili 500 µL vzorca za dializo. Uporabili smo dializno membrano oziroma vrečko 
Spectra/Por, z velikostjo por 12.000-14.000 Da (SpectraLab, Kanada), ki smo jo pred uporabo 
namakali 30 min v MQ. Dializno vrečko smo nepredušno zaprli na spodnjem koncu s sponko z 
utežjo, previdno nad petrijevko v vrečko nalili vzorec in speli na zgornjem koncu s sponko s 
plovcem. Pufer za dializo smo prelili v veliko čašo z magnetnim mešalom, vanjo položili sistem 
z dializno membrano ter izvajali dializo z rahlim mešanjem pri 4 °C. Čašo smo pokrili s folijo. 
 
Dializni pufer smo menjali 3-krat (na vsake 12 h), pri čemer smo povečevali volumen (750 mL, 
1000 mL, 1250 mL). 
 
3.2.4 Interakcije rekombinantnega proteina pex11 z lipidnimi membranami 
Da bi ugotovili, kakšne so interakcije rekombinantnega Pex11 z lipidnimi membranami, smo 
izvedli (i) sedimentacijski test, (ii) točkovni nanos lipidov za določitev vezavnega partnerja 
proteinov, (iii) test permeabilizacije lipidnih veziklov iz komercialnih lipidov POPC (1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholin), napolnjenih s kalceinom in (iv) test 
permeabilizacije lipidnih veziklov iz naravnih lipidov, izoliranih iz eritrocitnih membran, ki smo 
jih napolnili s kalceinom. 
 
S sedimentacijskim testom in s točkovnim nanosom lipidov za določevanje vezavnega partnerja 
proteinov smo želeli ugotoviti, kateri izmed lipidov membrane peroksisoma je vezavni partner 
proteinu Pex11. Pred izvedbo eksperimentov smo preverili, ali sta testa primerna tudi v primeru, 
ko je v vzorcu prisoten detergent. 
 
Da bi odgovorili na vprašanje, ali je Pex11 resnično porotvoren protein, smo izvedli test 
permeabilizacije lipidnih veziklov na unilamelarnih veziklih (SUV), sestavljenih iz POPC, 
napolnjenih s kalceinom in na veziklih pripravljenih iz lipidov eritrocitnih membran, 
napolnjenih s kalceinom. Vsak test smo ponovili 3-krat, izračunali povprečje in določili 
standardno napako. 
 
Pridobljen vzorec rekombinantnega Pex11 smo med izvajanjem posameznih eksperimentov 
hranili pri -20 °C. Pred uporabo v eksperimentih smo vzorec odtalili na ledu ter ga premešali z 
avtomatsko pipeto. 
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3.2.4.1 Sedimentacijski test 
Običajno pri sedimentacijskem testu proteinskemu vzorcu dodamo multilamelarne lipidne 
vezikle in centrifugiramo. Ker so lipidni vezikli težji od proteinskega vzorca, se ti posedejo, 
proteinski vzorec pa ostane v supernatantu. V primeru, da pride do vezave proteina na lipidne 
vezikle, se protein po centrifugiranju nahaja z vezikli v sedimentu. V nadaljevanju se prisotnost 
proteinov v supernatantu in usedlini testira s SDS-PAGE ali s prilagojenim protokolom za 
prenos western. Na ta način lahko testiramo vezavo proteina na različne lipidne receptorje, s 
tem pa tudi določimo specifiko vezave proteina.  
Da bi preverili, ali je izbrani test primeren tudi takrat, ko je v vzorcu prisoten detergent, smo 
naredili eksperiment brez dodanih veziklov. V mikrocentrifugirko smo tako odpipetirali 10 µL 
vzorca in inkubirali 30 min s stresanjem pri sobni T. Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali 1 
h pri 60000×g in 4 °C. Supernatant (SP) smo previdno prenesli v novo mikrocentrifugirko, 
sediment (SE) pa raztopili v 10 µL MQ. K supernatantu smo dodali 12,5 µL 100 % 
trikloroocetno kislino ter mešanico inkubirali na ledu. Po 10 min smo vzorec centrifugirali 5 
min pri 16100×g in 4 °C. Odstranili smo supernatant, sedimentu pa dodali 300 µL ledeno 
hladnega acetona. Vzorec smo ponovno centrifugirali, odstranili supernatant in sedimentu 
dodali 200 µL ledeno hladnega acetona. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant in 
popolna odstranili aceton s 30 min sušenja v digestoriju. Posušene vzorce smo raztopili v 10 µL 
MQ (SP). Raztopljeni vzorec sedimenta (SE) in supernatanta (SP) smo nanesli na NaDS-PAGE, 
naredili prenos western in z imnodetekcijo dokazovali prisotnost rekombinantnega proteina v 
SP ali SE. 
 
3.2.4.2 Točkovni nanos lipidov za določevanje vezavnega partnerja proteinov 
Na membrano v velikosti 1,5 cm x 1,5 cm smo nanesli trikrat po 10 µL lipidov POPC, 
raztopljenih v kloroformu s koncentracijo 10 mg/mL. Ko se je lipidni nanos na membrani 
posušil, smo koščke membrane prenesli v mikrotitrsko ploščo z 12 vdolbinami. V vsako 
vdolbino smo dodali 1 mL 1 %-ne komercialne blokadne raztopine WBS, pripravljene v 1-
kratnem pufru TBS in inkubirali preko noči s stresanjem pri sobni T. Naslednji dan smo na isto 
mesto, kjer je bila kapljica lipidov, nanesli 10 µL vzorca rekombinantnega proteina Pex11 (z 
neznano koncentracijo) ali 10 µL dializnega pufra (negativna kontrola) ter inkubirali 2 h pri 
sobni T brez stresanja. Kot pozitivno kontrolo prenosa western smo na košček membrane brez 
lipidov nanesli 10 µL rekombinantnega proteina ostreolizina A s koncentracijo 0,7 mg/mL. Po 
inkubaciji smo membrane sprali 3-krat po 5 min s pufrom TBS. Z membrano smo od inkubacije 
v primarnih protitelesih naprej rokovali po protokolu za prenos western ter preverjali prisotnost 
rekombinantnega proteina Pex11 z imunodetekcijo. 
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3.2.4.3 Test permeabilizacije lipidnih veziklov 
V izbrane vdolbinice mikrotitrske plošče s temnim dnom in 96 vdolbinicam smo odpipetirali po 
200 µL 0,1 % raztopine BSA, ki smo jo pripravili v dH2O. Po 30 min inkubacije pri sobni T 
smo BSA odstranili tako, da smo dobro pretresli obrnjeno mikrotitrsko ploščo. Na ta način smo 
ploščo blokirali in preprečili morebitne nespecifične vezave Pex11 na plastiko med izvedbo 
poskusa. Na mikročitalcu Infinite F nano+ (TECAN, Švica) smo veziklom, napolnjenim s 
kalceinom, smo določili minimalno in maksimalno fluorescenco. Za določitev minimalne 
fluorescence smo v vdolbinico odpipetirali 75 µL redčenih veziklov in 25 µL pufra za vezikle 
ter fluorescenco merili 10 min. S testom za določitev minimalne fluorescence smo prav tako 
preverili, ali detergent v pufru vzorca vpliva na stabilnost SUV. Maksimalno fluorescenco smo 
določili pri popolni lizi ob dodatku 2 µL 10 mM Tritona X-100.  
 
Test permeabilizacije lipidnih veziklov smo izvedli s 75 µL veziklov, ki jim je bilo dodanih 25 
µL raztopine Pex11. Po 2 h meritve smo z dodatkom Tritona X-100 določili maksimalno 
fluorescenco in izračunali delež sproščenega kalceina v vsaki merjeni časovni točki po formuli 
(3), pri čemer je Wk delež sproščenega kalceina v %, Ft fluorescenca v času t, Fmin minimalna 
fluorescenca izmerjena na začetku meritve in Fmax maksimalna fluorescenca izmerjena po 
dodatku Tritona x-100. 
 
𝑊𝐾 [%] =  
𝐹𝑡 −  𝐹𝑚𝑖𝑛
𝐹𝑚𝑎𝑥 −  𝐹𝑚𝑖𝑛
 ∙ 100 
… (3) 
Mikročitalec smo nastavili na meritev fluorescence z ekscitacijsko valovno dolžino 485 nm ter 
filtrom 535 nm za emitirano svetlobo. Ena meritev je združevala 25 bliskov, meritve so potekale 
pri 24 °C brez stresanja. 
 
3.2.4.4. Priprava unilameralnih veziklov POPC napolnjenih s kalceinom 
Stekleno vialo in bučko smo sprali s serijo topil: kloroform, aceton, propanol, metanol, voda, 
metanol, propanol, aceton in kloroform. Po spiranju smo jih prepihali z dušikom. 
 
Lipide smo po prevzemu z -80 °C pustili stati 20 min pri sobni T. V vialo smo s pomočjo 
analitske tehtnice MC 210P (Sarorius, Nemčija) prenesli 3 mg lipidov ter jih raztopili v 300 µL 
kloroforma. 250 µL raztopine lipidov smo prenesli v bučko ter lipide sušili 4 h na rotacijskem 
uparjevalniku R-134 (Buchi, Švica) pri tlaku 500 mBar. 
 
Raztopino s kalceinom smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko natehtali 74,6 mg 
kalceina in dodali 1,5 mL pufra za vezikle. Vsebino smo dobro premešali na vibracijskem 
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mešalniku in nato vanjo dodali NaOH do temno vijoličnega obarvanja. Končna koncentracija 
kalceina v raztopini je bila 80 mM. Tako pripravljeno kalceinsko raztopino smo hranili pri 4 °C 
zavito v aluminijasto folijo. 
 
Posušenim lipidom v bučki smo dodali 500 µL kalceinske raztopine ter ¼ žličke s kislino 
opranih steklenih kroglic velikosti 400-600 nm. Bučko smo močno stresali na vibracijskem 
mešaniku pri sobni T, da je lipidni sloj s stene bučke prešel v raztopino s kalceinom. Pripravljene 
multilamelarne vezikle smo nato prenesli v novo mikrocentrifugirko ter suspenzijo v ledeni 
kopeli sonicirali 20 min z 10 s pulzi ultrazvočnega generatorja (sonikator Vibra-Cell) (Sonics, 
ZDA) in titanove sonde, da so nastali SUV. 
 
Po soniciranju smo suspenzijo SUV centrifugirali 30 min pri 20000×g in sobni T. Supernatant 
s SUV smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in zavrgli usedlino s delci titana, ki so se 
odluščili od sonde.  
 
SUV, napolnjene s kalceinom, smo ločili od prostega kalceina z gelsko kromatografijo na manjši 
gravitacijski koloni s Sephadex G-50 (GE Healthcare, ZDA). Predhodno hidriran gel Sephadex 
G-50, shranjen v 96 % etanolu pri 4 °C, smo s pomočjo filter nuče sprali z MQ ter nato s pufrom 
za vezikle, dokler nismo popolnoma odstranili etanola. Sprani gel smo omočili v pufru za 
vezikle ter ga prenesli na manjšo gravitacijsko kolono tako, da je ta bila polna vse do 2 cm pod 
vrhom. Napolnjeno kolono s stacionarno fazo smo centrifugirali 2 min pri 2500×g in sobni T, 
da smo odstranili odvečni pufer za vezikle. Na stacionarno fazo smo nato nanesli 100 µL 
mešanice SUV napolnjenih s kalceinom, centrifugirali 5-krat po 1 min in pri 2000×g ter sobni 
T in tako 5 frakcij. Frakcija, ki je bila svetlo oranžne barve, je vsebovala čiste SUV, napolnjene 
s kalceinom, v pufru brez prostega kalceina. 
 
3.2.4.5 Priprava kalceinskih veziklov iz lipidov iz eritrocitnih membran 
Kri v raztopini antikoagulanta smo centrifugirali 10 min pri 100×g in nato s Pasteurjevo pipeto 
previdno odstranili supernatant krvne plazme. Usedlino eritrocitov smo nato 3-krat zaporedoma 
sprali s 5 volumni raztopine 20 mM Tris, 140 mM NaCl, pH 8,0. Tako pripravljene eritrocite 
smo do uporabe hranili v pri 4 °C. 
 
Iz spranih eritrocitnih membran smo lipide izolirali tako, da smo 1 mL eritrocitov prenesli v 
stekleno epruveto in jim dodali 6 mL mešanice kloroform:metanol v razmerju 1:2 ter 30 s mešali 
na vibracijskem mešalniku. V nadaljevanju smo dodali 2 mL kloroforma in 30 s mešali na 
vibracijskem mešalniku. Sledil je dodatek 2 mL dH2O in 30 s mešanje na vibracijskem 
mešalniku. Po 5 min centrifugiranja na 2500×g in sobni T smo s Pasteurjevo pipeto prenesli 
spodnjo organsko plast v stekleno bučko, ki je bila predhodno stehtana in sprana z organskimi 
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topili. Lipide smo posušili na rotacijskem uparjevalniku R-134 (Buchi, Švica) pri tlaku 500 
mBar in lipidom določili maso. V nadaljevanju smo pripravili vezikle iz lipidov eritrocitnih 
membran napolnjenih s kalceinom (kot je bilo opisano že v prejšnjem poglavju) in izvedli test 
permeabilizacije lipidnih veziklov.  
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4 REZULTATI 
4.1 PRIPRAVA EKSPRESIJKIH SISTEMOV 
Oba ekspresijska vektorja, pYES2-700 in pYES2-1600, smo pripravili po korakih, ki so 
prikazani na spodnji shemi (Slika 3). Shema je poenostavljena, saj ne prikazuje vseh korakov, 
kot so izolacije plazmidne DNA, kloniranja v sev E. coli DH5α, namnoževanje celic, kontrolnih 
restrikcij, kontrolnih PCR in čiščenje fragmentov iz agaroznega gela. 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz priprave ekspresijskih plazmidov.  
 
Pri pripravi ekspresijskih vektorjev smo s pomočjo agarozne gelske elektroforeze preverili 
uspešnost pomnoževanja zaporedij PEX11 in PEX11 z nativnim promotorjem z (i) verižno 
reakcijo s polimerazo (Slika 4) in (ii) kontrolno restrikcijo (Slika 5) po ligaciji fragmentov 
PEX11 in PEX11 z nativnim promotorjem v odprt vektor pYES2. 
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Slika 4: Preverjanje uspešnosti PCR. 
S je velikostna lestvica s podanimi baznimi pari (bp) 
 
Slika 5: Kontrolna restrikcija vektorjev 
pYES2-Pex11-1600 in pYES2-Pex11-700. 
S je velikostna lestvica s podanimi baznimi 
pari (bp); A, nerezan plazmid; B, rezan 
plazmid. Pri rezanemu plazmidu vidimo 
izpadli fragment z velikostjo 1600 bp 
oziroma 700 bp. 
 
4.2 ANALIZA EKSPRESIJKIH SISTEMOV 
Z namenom, da bi določili, kateri izmed ekspresijskih sevov je najprimernejši za produkcijo 
rekombinantnega Pex11, smo določili njihove hitrosti rasti na gojiščih z različnimi viri ogljika. 
Iz meritev hitrosti rasti smo izrisali rastne krivulje (Slika 6 in Slika 7). 
 
 
Slika 6: Rastne krivulje seva CEN.PK  z različnimi ekspresijskimi sistemi na gojišču YNB-URA z različnimi viri 
ogljika. 
Sladkorji v mediju so bili raf – rafinoza, gal – galaktoza, gly – glicerol in glc – glikoza. 
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Slika 7: Rastne krivulje ekspresijskih sistemov na osnovi INVSc1 na gojišču YNB-URA z različnimi viri ogljika. 
Sladkorji v mediju so bili raf – rafinoza, gal – galaktoza, gly – glicerol in glc – glikoza. 
 
Ker nismo uspeli izenačiti začetne optične gostote ekspresijskih sevov, smo raje kot absolutne 
vrednosti optičnih gostot v času izračunali in primerjali generacijske čase (Slika 8). 
 
 
Slika 8: Generacijski časi ekspresijskih sistemov na gojišču YNB-URA z dodanimi različnimi sladkorji. 
Sladkorji v mediju so bili raf – rafinoza, gal – galaktoza, gly – glicerol in glc – glikoza. 
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V gojišču z dodano rafinozo raste ekspresijski sistem CEN.PK + pYES2-Pex11-700 hitreje kot 
ekspresijski sistem INVSc1 + pYES2-Pex11-700. Iz Slika 8 je razvidno, da je generacijski čas 
ekspresijskega sistema s CEN.PK za polovico krajši od ekspresijskega sistema s INVSc1. Rast 
obeh ekspresijskih sistemov je na gojišču z galaktozo in glukozo primerljiva, na gojišču z 
glicerolom kot edinim virom ogljika, pa je v primerjavi z rastjo na ostalih virih ogljika, rast zelo 
počasna.  
 
Za ovrednotenje količine produkcije rekombinantnega Pex11 smo na podlagi generacijskih 
časov izbrali ekspresijske sisteme s sevom CEN.PK. Izdelali smo štiri različne gojitvene načrte 
(Preglednica 14), pri čemer smo pazili, da bodo celice požete ob istem času. Za izdelavo 
gojitvenega načrta smo določili delitvene čase še pri drugih rastnih pogojih (rezultati niso 
prikazani). 
 
Iz požetih celic smo pripravili lizate in izmerili koncentracijo celokupnih proteinov 
(Preglednica 15). Količino celokupnih proteinov smo pri vseh štirih eksperimentalnih sistemih 
izenačili in pripravili tri različne redčitve. Izražanje Pex11 smo določili z merjenjem optične 
gostote lis membrane po prenosu western treh redčitev celokupnih proteinov. 
 
Preglednica 15: Količina celokupnih proteinov celičnih lizatov. 
 Glc 5 Glc 8 Raf Gal 
Celokupni 
proteini 
[mg/ml] 
19,00 23,46 31,25 20,91 
 
Po razvijanju membrane po prenosu western smo analizirali tri slike, ki so bil zajete v treh 
različnih časovnih točkah (po 3 min, 5 min in 10 min). Ker so bile lise na membrani nepravilnih 
oblik, smo izmerili optično gostoto lis vseh treh redčitev skupaj (Slika 9). Analiza je potekala s 
pomočjo programa Gel-Pro Analyzer. Vrednost signala nam je predstavljala količino proteina 
Pex11. Izmerjeno optično gostoto smo normalizirali na rafinozo (Preglednica 16). Ugotovili 
smo, da je največja produkcija proteina Pex11 pri gojitvi s programom Glc 5. 
 
Preglednica 16: Optična gostota lis na membrani po prenosu Western zajetih v treh različnih časovnih točkah. 
Max OD / 
čas 
zajemanja 
Glc 5 Norm. 
Glc 5 
Glc 8 
Norm. 
Glc 8 
Raf Norm. 
Raf 
Gal Norm. 
Gal 
1 min 7744,9 96 6511,7 81 8056,9 100 2199,5 27 
5min 47449 119 45745 114 39979 100 5091,4 13 
10 min 3957,6 156 2822,1 111 2541,1 100 156,77 6 
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Slika 9: Meritve optične gostote s programom Gel-Pro Analyzer. 
 
4.3 PRIDOBIVANJE REKOMBINANTNEGA PROTEINA PEX11 
Za izolacijo Pex11 smo pridobljene celice razbili, homogenizirali in z ultracentrifugiranjem 
izolirali membranske proteine. Rekombinanten Pex11 smo izolirali z afinitetno kromatografijo 
s kroglicami TALON. Ker smo želeli ovrednotiti izkoristek postopka pridobivanja 
rekombinantnega Pex11, smo zbirali in analizirali vse frakcije z NaDS-PAGE, barvanjem s 
srebrom in prenosom western. 
 
 
Slika 10: Frakcije pri izolaciji proteina po barvanju s srebrom. 
Frakcije pred izolacijo proteina z afinitetno kromatografijo (S0-
S4) in frakciji, pridobljeni s pufrom za spiranje po nanosu 
vzorca na kroglice TALON (S5-S8), po barvanju s srebrom, pri 
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čemer je S velikostna lestvica s podanimi velikostmi proteinov 
v kilo Daltonih (kDa). 
 
Slika 11: Frakcije pri izolaciji proteina po prenosu western. 
Frakcije pred izolacijo proteina z afinitetno kromatografijo 
(S0-S4) in frakciji, pridobljeni s pufrom za spiranje po nanosu 
vzorca na kroglice TALON (S5-S8), po prenosu western, pri 
čemer je S velikostna lestvica s podanimi velikostmi proteinov 
v kilo Daltonih (kDa). 
 
Iz slike membrane po prenosu western (Slika 11) lahko vidimo, da je velik delež 
rekombinantnega Pex11 ostal v celičnem lizatu (S0). Kljub temu smo nekaj proteina uspeli 
izolirati in ga prenesli naprej za izolacijo membranskih proteinov. Po prvem ultracentrifugiranju 
smo iz začetnega vzorca (S1) uspešno ločili membranske proteine in pridobili rekombinantni 
Pex11. Frakcija S3 predstavlja membranske proteine, medtem ko frakcija S2 predstavlja 
supernatant po prvem ultracentrifugiranju, ki smo jo zavrgli. Po raztapljanju membranske 
frakcije (S3) z detergentom in drugem ultracentrifugiranju je nekaj rekombinantnega proteina 
ostalo v usedlini (S4), supernatant pa smo uporabili za izolacijo s kroglicam TALON.  
 
Rekombinantni Pex11, ki je ostal v supernatanta po drugem ultracentrifugiranju, se je 
popolnoma vezal na kroglice TALON, saj po inkubaciji za vezavo in centrifugiranju v 
supernatantu ni ostalo nič proteina (S5). Sledilo je 2-kratno spiranje kroglic s pufrom za spiranje, 
s čimer smo pridobili frakciji S7 in S8. Iz Slika 11 je razvidno, da v tem koraku iz kroglic 
TALON nismo sprali vezanega Pex11. 
 
Po spiranju kroglic TALON s pufrom za spiranje smo kroglice prenesli na stekleno gravitacijsko 
kolono, spirali s pufrom za elucijo in s tem pridobili frakcije E1-E8 (Slika 12 in Slika 13). 
Največ rekombinantnega Pex11 smo pridobili v drugi in tretji frakciji (E2 in E3), ki smo ju 
združili in dializirali. Meritev koncentracije proteinov s komercialnim kompletom BCA test 
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) ni bila uspešna. Gel, barvan 
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s srebrom (Slika 12), kaže na nespecifične vezave proteinov na kroglice TALON z velikostjo 
med 70 kDa in 100 kDa. 
 
 
Slika 12: Frakcije pri izolaciji proteina po barvanju s 
srebrom. 
Frakcije, pridobljene s pufrom za elucijo po nanosu 
vzorca na kroglice (E1-E8), po barvanju s srebrom, pri 
čemer je S velikostna lestvica s podanimi velikostmi 
proteinov v kilo Daltonih (kDa). 
 
 
Slika 13: Frakcije pri izolaciji proteina po prenosu 
western. 
Frakcije, pridobljene s pufrom za elucijo po nanosu 
vzorca na kroglice (E1-E8), po prenosu western, pri 
čemer je S velikostna lestvica s podanimi velikostmi 
proteinov v kilo Daltonih (kDa) 
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4.4 INTERAKCIJE REKOMBINANTNEGA PROTEINA PEX11 Z LIPIDNIMI 
MEMBRANAMI 
4.4.1 Sedimentacijski test 
Terst sedimentacije Pex11 z ultilamelarnimi lipidnimi vezikli smo narediti z namenom, da bi 
ugotovili, kateri izmed lipidov je vezavni partner proteina Pex11. Da bi preverili, ali je test 
primeren v primeru, da imamo v vzorcu prisoten detergent, smo naredili kontrolni 
sedimentacijski test, kjer smo centrifugirali le vzorec brez dodanih lipidnih veziklov. Iz slike 
membrane (Napaka! Vira sklicevanja ni bilo mogoče najti.) je razvidno, da po centrifugiranju 
rekombinantni Pex11 ni v supernatantu (SP), ampak da je prisoten v sedimentu (SE). S testom 
smo prav tako potrdili prisotnost rekombinantnega Pex11 po dializi (v monomerni in oligomerni 
obliki). 
 
 
Slika 14: Kontrolni sedimentacijski test, po 
prenosu western. 
S je velikostna lestvica s podanimi 
velikostmi proteinov v kilo Daltonih (kDa), 
SP – supernatant in SE – sediment.  
 
4.4.2 Točkovni nanos lipidov za določevanje lipidnega vezavnega partnerja Pex11 
Z metodo točkovnega nanosa lipidov za določitev lipidnega vezavnega partnerja smo želeli 
preveriti, ali so lipidi POPC vezavni partnerji za Pex11. Po razvijanju membrane po prenosu 
western smo ugotovili, da dobimo pozitivno reakcijo pri vzorcu rekombinantnega Pex11, 
ostreolizina A in negativni kontroli, kjer smo na membrano namesto vzorca nanesli le pufer, v 
katerem je bil raztopljen rekombinantni Pex11 (Slika 15). 
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Slika 15: Točkovni nanos lipidov za določanje 
vezavnega parterja proteinov, po prenosu 
western. 
OlyA - ostreolizina A in NK – negativna 
kontrola. 
 
4.4.3 Test permeabilizacije lipidnih veziklov 
Da bi ugotovili, ali rekombinantni Pex11 tvori pore v lipidnih membranah, smo izvedli test 
permeabilizacije lipidnih veziklov. Ugotovili smo, da pri inkubaciji veziklov s celokupnim 
lipidnim ekstraktom iz eritrocitnih membran, napolnjenih s kalceinom, ob dodatku 
rekombinantnega Pex11 pride do sproščanja 25 % kalceina (Slika 16). S kontrolnim poskusom, 
v katerem je bil namesto rekombinantnega Pex11 dodan le pufer, v katerem je bil protein, smo 
dokazali, da pufer v razmerju s SUV (1:3) ne vpliva na stabilnost veziklov. test permeabilizacije 
lipidnih veziklov smo izvedli tudi na kalceinskih veziklih pripravljenih iz POPC, vendar tam ni 
prišlo do sproščanja kalceina (rezultati niso prikazani). 
 
 
Slika 16: Test permeabilizacije lipidnih veziklov z vezikli iz celokupnega lipidnega ekstrakta govejih eritrocitov in 
rekombinantnim Pex11. 
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5 RAZPRAVA 
Z magistrsko nalogo smo želeli nadgraditi raziskavo iz leta 2016, ki nakazuje, da lahko Pex11 
tvori pore v membranah peroksisomov. Ker je membranske proteine težko pridobiti v večjih 
koncentracijah (Seddon in sod., 2004), smo začeli z optimizacijo postopkov gojenja celic S. 
cerevisiae. S pomočjo izbora prave kombinacije seva, vektorja, zaporedja, ki smo ga izražali in 
programom gojenja smo želeli pridobiti čim več rekombinantnega Pex11 ter z njim izvesti 
eksperimente na lipidnih membranah. 
 
5.1 PRIPRAVA EKSPRESIJKIH SISTEMOV 
Na področju biotehnologije je pridobivanje rekombinantnih proteinov rutinski postopek. DNA 
zaporedje vstavimo v ekspresijski vektor, ta vektor prenesemo v gostiteljsko celico in celični 
mehanizem za proteinsko sintezo poskrbi za produkcijo želenega proteina (Weinhandl in sod., 
2014) 
 
Proces je v resnici bolj zapleten, saj na izplen aktivnega rekombinantnega proteina vpliva 
mnogo dejavnikov. Da pridobimo aktiven protein, moramo upoštevati unikatno proteinsko 
zvijanje, posttranslacijske modifikacije, vgrajevanje v membrane, aktivnost promotorja in 
številčnost kopij gena. Paziti moramo tudi, da izbrani gostiteljski organizem omogoča nastanek 
aktivnega proteina in hkrati, da prekomerno izražanje na gostiteljske celice ne deluje toksično 
(Moriya, 2015). 
 
Da bi zaobšli potencialne težave, ki lahko nastanejo pri pridobivanju rekombinantnih proteinov, 
smo izbrali homologni sistem, kar pomeni, da je bil gen PEX11, ki smo ga preučevali, iz iste 
vrste kvasovk, v kateri je potekala sinteza proteina. 
 
Izbrana gostiteljska seva za pridobivanje rekominantnega Pex11 sta bila INVSc1 in CEN.PK-
133.5D. INVSc1 je diploidna kvasovka, ki zaradi slabe sporulacije ni primeren za genske 
študije. Zaradi hitre rasti in avksotroije za več aminokislin se največkrat uporablja za 
pridobivanje rekombinantnih proteinov. Sev CEN.PK-133.5D je prav tako avksotrofen, vendar 
le za uracil. Sevi CEN.PK so zanimivi predvsem pri študijah metabolnega inženirstva in študijah 
sistemske biologije, uporabljajo pa se tudi v biotehnoloških in raziskovalnih namenih (Nijkamp 
in sod., 2012). Idealni sev za produkcijo rekombinantnega Pex11 bi lahko bil sev BJ1991, saj 
ima zaradi delecije gena pep4Δ inhibirano mikropeksofagijo (Sakai in sod., 2006). 
 
V izbranih gostiteljskih sevih smo testirali dva različna ekspresijska vektorja, pYES2 + Pex11-
700 in pYES- + Pex11-1600 (Slika 5). Razlika med obema vstavljenima zaporedjema je bila v 
tem, da je imelo zaporedje Pex11-1600, za razliko od zaporedja pYES2 + Pex11-700, poleg 
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zapisa za Pex11 dodan še nativni promotor, ki se ga inducira z oleinsko kislino. Izražanje 
zaporedja Pex11-700 je bilo pod vplivom promotorja GAL1, ki je osnovni del ekspresijskega 
plazmida pYES2, in je induciran z galaktozo. 
 
Različne vire ogljika, različne seve in različne ekspresijske vektorje z različnimi promotorji smo 
uporabili z namenom, da bi preverili, kako vsi ti dejavniki vplivajo na rast celic in donos 
rekombinantnega Pex11. GAL1 je zelo močan promotor, ki omogoča visoko izražanje želenega 
proteina ter se največkrat izkorišča za pridobivanja rekombinantnih proteinov (Weinhandl in 
sod., 2014). Ker pa je Pex11 membranski protein peroksisomov, je potrebno za njegov čim večji 
donos poskrbeti za prisotnost ustreznih membran. Peroksisomi nastajajo ob signalu za aktivacijo 
metabolnih poti povezanih s peroksisomi, kot je prisotnost maščobnih kislin v gojišču 
(Branduardi in sod., 2012). Do biogeneze peroksisomov prihaja tudi ob izražanju Pex11, 
neodvisno od metabolizma (Li in Gould, 2002). Tu se postavlja vprašanje ali vpliva izražanje 
Pex11 le na število peroksisomov ali tudi na površino njihovih lipidnih membran? 
 
5.2 ANALIZA EKSPRESIJKIH SISTEMOV 
Da bi optimizirali čas gojenja, smo najprej določili generacijske čase (Slika 8) izbranih 
ekspresijskih sistemov na gojiščih z določenim virom ogljika za rast in delitve celic (glukoza in 
rafinoza) in za indukcijo genskega izražanja rekombinantnega Pex11 (galaktoza in oleinska 
kislina). Sev s krajšim generacijskim časom je bil CEN.PK, zato smo ta sev uporabili za 
ovrednotenje produkcije rekombinantnega Pex11 pri različnih programih gojenja. 
 
Rekombinantne proteine lahko pridobivamo na več načinov, (i) kadar je induktor enak viru 
ogljika, lahko celice istočasno gojimo in v njih induciramo izražanje rekombinantnega proteina 
in (ii) kadar induktor hkrati ni vir ogljika, celice najprej gojimo na rastnem gojišču in jih pri 
zadostni celični masi prenesemo v indukcijo gojišče. 
 
Pri pridobivanju rekombinantnega Pex11 iz ekspresijskega sistema pYES2 + Pex11-700 je 
galaktoza hkrati vir ogljika, ki omogoča celično rast in induktor za izražanje rekombinantnega 
Pex11. Pri ekspresijskem sistemu pYES2 + Pex11-700 je bila prekonočna kultura v gojišču z 
rafinozo. Če bi ekspresijski sistem z vektorjem pYES2 + Pex11-700 uporabili za pridobivanje 
rekombinantnega proteina na večji skali, bi prav tako predhodno gojili celice na gojišču z 
rafinozo. S tem bi zaobšli potencialne težave, ki lahko nastopijo pri dolgotrajnem izražanju 
rekombinantnih proteinov (Slika 18) (Moriya, 2015), prav tako pa je kot vir ogljika izbrana 
rafinoza namesto glukoze zaradi glukozne (metabolne) represije galaktoznega promotorja 
(Slika 17) ( Branduardi in sod., 2012). 
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Slika 17: Obnašanje galaktoznega promotorja na različnih virih ogljika. 
Kadar je v gojišču kot vir ogljika galaktoza, je na promotor vezan le aktivator Gal4p, v primeru rafinoze je aktivacija 
promotorja blokirana z vezavo Gal80p. Povzeto po Hettema in Motley, 2009; Branduardi in sod., 2012.  
 
V nasprotju z galaktozo je pri uporabi oleinske kisline kot viru ogljika celična rast zanemarljiva. 
To je tudi razlog, da smo pri ekspresijskih sistemih s pYES2 + Pex11-1600, za pridobitev 
zadostne celične mase, celic najprej gojili v rastnem gojišču z rafinozo ali glukozo, ter nato 
prenesli celotno celično maso na induktorsko gojišče z oleinsko kislino. Metabolna represija 
promotorja Pex11 še ni znana, ker pa smo predvidevali, da so inhibicijski mehanizmi promotorja 
Pex11 podobni kot so pri galaktoznem promotorju, smo za ovrednotenje produkcije 
rekombinantnega Pex11 celice za pridobitev biomase gojili na glukozi in rafinozi. 
 
Celic pri poskusu z ekspresijskim sistemom pYES2-Pex11-1600 nismo neposredno prestavili iz 
gojišča z glukozo ali rafinozo v gojišče z oleinsko kislino. Ker ob prisotnosti kisika pri gojenju 
kvasovk na glukozi in rafinozi poteka fermentacija, na oleinski kislini pa respiracija, je bilo 
potrebno za aktivacijo nativnega promotorja, ter s tem izražanje rekombinantnega Pex11, 
poskrbeti za metabolni preobrat (Branduardi in sod., 2012). Z razlogom, da celice porabijo 
glukozo oziroma rafinozo in odstranijo represorje iz nativnih promotorjev Pex11, smo celice 
najprej 8 h gojili na gojišču z glicerolom, kjer pride do aktivacije genov, povezanih z respiracijo. 
 
Pri programu gojenja Glc 8 celic ne bi bilo nujno potrebno prenesti v novo gojišče z glicerolom, 
saj so celice glukozo v gojišču v veliki večini že porabile s fermentacijo, nastali etanol pa so 
kasneje razgradile s pomočjo celičnega dihanja. Zato je v tem primeru že pred samim prenosom 
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celične biomase v gojišče z glicerolom prišlo do metabolnega preobrata. Ne glede na to smo 
celice vseeno prenesli v novo gojišče z glicerolom, kot v ostalih primerih, saj smo želeli 
primerjati rezultate posameznih programov gojenja celic med sabo. S tem smo zagotovili čim 
boljšo primerljivost in kar se da visoko stopnjo podobnosti posameznih parametrov znotraj 
eksperimenta. 
 
Za čim večji donos proteina smo načrtovali čas gojenja celic in indukcije ekspresije tako, da 
smo celice prestavili v drugo gojišče ali jih poželi pred stacionarno fazo, v katero celica vstopi 
ob pomanjkanju hranil. V tej fazi celice prenehajo z rastjo in delitvami, saj pride do fizioloških, 
biokemijskih in morfoloških sprememb (Werner-Washburne in sod., 1993), med katere spada 
tudi povečana proteolitična aktivnost na račun aktivacije proteaz (van der Klei in Veenhuis, 
1997). 
 
Čeprav smo pričakovali, da bo ekspresijski sistem z promotorjem GAL1 dal večji donos 
rekombinantnega proteina kot sistem Pex11 z nativim promotorjem, smo pri analizi 
ekspresijskih sistemov dobili največji donos pri sistemu z nativnim promotorjem, ne glede na 
program gojenja (Preglednica 16). 
 
Li in Gould (2002) sta ugotovila, da se v primeru gojenja celic na oleinski kislini in galaktozi 
pri izražanju rekombinantnega Pex11 število peroksisomov na celico ne spremeni. Bolj kot 
samo število peroksisomov je pomembna njihova skupna površina membran ter s tem 
razpoložljivost membran za membranske proteina. Rezultat eksperimenta analize ekspresijskih 
sistemov za ovrednotenje količine produkcije rekombinantnega Pex11, prikazan v Preglednica 
16, kjer smo ugotovili, da je največji donos rekombinantnega Pex11 pri sistemih z nativnim 
promotorjem, ki so inducirani z oleinsko kislino, ne glede na program gojenja, si lahko 
razlagamo s tem, da so pri indukciji na oleatu nastali večji peroksisomi, s tem pa tudi več mest 
za Pex11. Če predpostavka drži, se poraja vprašanje, zakaj se pri gojenju celic na oleinski kislini, 
kjer naj bi dosegli večje količino rekombinantnega Pex11, peroksisomi niso delili naprej, saj je 
znano, da Pex11 promovira delitve peroksisomov? Če bi v našem eksperimentu prav tako kot 
Li in Gould (2002) potrdili, da je število peroksisomov pri gojenju na oleatu in galaktozi enako, 
bi lahko predvidevali, da so proteini v neaktivni (nefosforilirani) obliki, zaradi česar ne prihaja 
do nadaljnjih delitev peroksisomov. Fosforilacija Pex11 je namreč ključna za delitve 
peroksisomov, ki pa ni odvisna od lipidnega metabolizma. 
 
Do hipoteze, da fosforilacija ni odvisna od metabolizma, smo prišli na podlagi interpretacij 
rezultatov raziskav Li in Gould (2002) in Mindthoff in sodelavci (2016). Prekomerno izražanje 
Pex11 vodi v peroksisomalni hiperproliferacijski fenotip tudi v gojišču brez oleinske kisline. 
49 
Košir T. Kvasni peroksin Pex11 in njegova predpostavljena funkcija transporta v membrani unilamelarnih veziklov. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
  
Proliferacije pa potekajo le pri fosforiliranem Pex11. Torej morajo biti Pex11 v fosforilirani 
obliki tudi pri prekomernem izražanju v gojišču brez oleinske kisline. 
Razlike v donosu Pex11 pri analizi ekspresijskih sistemov za ovrednotenje količine 
rekombinantnega Pex11, kjer smo ugotovili, da je največji donos rekombinantnega Pex11 pri 
sistemih z nativnim promotorjem, ne glede na program gojenja, lahko pojasnimo tudi drugače. 
Pri vseh sistemih za pridobivanje rekombinantnih proteinov je pomemben čas indukcije 
izražanja tarčnega gena. Izražanje zaporedja Pex11 pod galaktoznim promotorjem, in hkratno 
razraščanje celic, je v našem eksperimentu potekalo 50 h, kar je še enkrat dlje kot pri 
eksperimentu za določanje števila peroksisomov, ki sta ga izvedla Li in Gould (2002). Na ta 
način smo sicer zagotovili večjo biomaso, vendar vodi daljši čas izražanja proteinov, ki v 
homolognih sistemih pod danimi pogoji ne nastajajo naravno, v (i) preobremenjenost virov, (ii) 
stehiometrična neravnovesja, (iii) promiskuitetne interakcije in (iv) modulacije celičnih poti 
(Slika 18) (Moriya, 2015), kar zmanjša donos rekombinantnega proteina. 
 
 
Slika 18: Učinki dolgoročnega izražanje rekombinantnega proteina na gostiteljske celice. 
A. Preobremenjenost virov: izražen protein zahteva veliko celičnih virov za translacijo, zvijanje, lokalizacijo ali 
razgradnjo, na primer preobremenjenost ribosomov. B. Stehiometrično neravnovesje: kadar je izražen protein del 
kompleksa, prekomerno izražanje zmoti stehiometrijo, kar vpliva na celične poti, nenormalno formacijo 
kompleksov in preobremenjenost celičnih centrov za preverjanje kvalitete proteinov. C. Promiskuitetne interakcije: 
ojačenje protein-protein interakcij zaradi prekomerne ekspresije, potencialna agregacija proteinov in sekvestracija 
esencialnih proteinov. D. Modulacije celičnih poti: prekomerno izražanje lahko vpliva na celične poti zaradi 
stehiometričnih neravnovesij ali promiskuitetnih interakcij(Moriya, 2015). 
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5.3 PRIDOBIVANJE REKOMBINANTNEGA PROTEINA PEX11 
Za večji izplen biomase in rekombinantnega Pex11 smo uporabili ekspresijski sistem CEN.PK 
+ pYES2-1600 ter celice gojili po prilagojenem programu Glc 5 gojitvenega načrta (poglavje 
0). Da bi ovrednotili izkoristek izolacije rekombinantnega Pex11, smo vse pridobljene frakcije 
nanesli na NaDS poliakrilamidni elektroforezo ter gel barvali s srebrom (Slika 10 in Slika 12) 
oziroma naredili prenos western (Slika 11 in Slika 13). 
Analiza prenosa western z imunodetekcijo (Slika 11) kaže na to, da smo protein izgubljali pri 
vseh korakih pridobivanja membranskih frakcij. Preostanek Pex11 v celičnem lizatu bi lahko 
pridobili s ponovnim raztapljanjem membran lizata v ekstrakcijskem pufrom, saj vhodni 
volumen pri prvem ultracentrifugiranje ni relevanten. Delež izgubljenega Pex11 po obeh 
ultracentrifugiranjih bi lahko pridobili s ponovnim raztapljanjem membran v ekstrakcijskem 
pufru in ultracentrifugiranjem, vendar pa bi morali pri tem povečati gravitacijsko silo. 
 
Iz membranske frakcije, pridobljene z ultracentrifugiranjem, smo izolirali rekombinantni Pex11 
z uporabo afinitetne kromatografije na kroglicah TALON. Z gela, barvanega s srebrom (Slika 
10) in membrane po prenosu western (Slika 11), kjer smo nanesli frakcije po uporabi afinitetne 
kromatografije, je razvidno, da ima rekombinanten Pex11 visoko afiniteto do kroglic TALON, 
saj ga nismo zaznali v nobeni frakciji pridobljeni s pufrom za spiranje. Iz Slika 12 in Slika 13 
lahko razberemo, da je največji delež Pex11 v drugi in tretji frakciji pridobljeni z elucijskim 
pufrom, kar pomeni da smo protein uspešno sprali s kroglic. Pri spiranju kroglic z elucijskim 
pufrom se delež rekombinantnega Pex11 od druge frakcije naprej zmanjšuje. Če bi želeli 
pridobili več Pex11 v prvih frakcijah, bi lahko dvignili delež imidazola v pufru za elucijo. 
 
Največjo količino Pex11 smo pridobili v prvih dveh frakcijah pri spiranju proteina iz afinitetne 
kolone, ki smo jih v nadaljevanju združili in dializirali. Po dializi obarjanja Pex11 nismo zaznali.  
Meritev koncentracije dializiranega vzorca Pex11 s komercialnim kompletom BCA Pierce™ 
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) ni bila uspešna. Test temelji na 
redukciji Cu2+ v Cu1+ in vezavi Cu1+ z bikinonično kislino. Druga reakcija daje v alkalnih 
pogojih produkt vijolične barve, čigar intenziteto izmerimo in vrednost primerjamo z 
umeritveno krivuljo znanih koncentracij proteinov. Čeprav proizvajalec navaja kompatibilnost 
testa z detergenti, je bila reakcijska mešanica po inkubaciji modre barve. Modro obarvanje je 
značilno za prvo reakcijo BCA reagentat, kjer poteče redukcija bakrovih ionov. 
 
Tipično sledi izolaciji rekombinantnih proteinov njihovo čiščenje, s čimer zagotovimo, da je v 
želenem vzorcu le protein, ki nas zanima. V naši študiji smo želeli izvesti čiščenje z velikostno 
izmenjevalno tekočinsko kromatografijo za hitro ločevanje proteinov (FPLC), vendar se za ta 
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korak nismo odločili, saj je znano, da pri čiščenju protinov na kromatografskih kolonah prihaja 
do izgub proteina (Kunze in sod., 2006). 
 
5.4 INTERAKCIJE REKOMBINANTNEGA PROTEINA PEX11 Z LIPIDNIMI 
MEMBRANAMI 
V drugem delu magistrske naloge smo želeli preveriti, kakšne so interakcije rekombinantnega 
Pex11 z lipidnimi membranami. Izvedli smo sedimentacijski test in analizo s točkovnim 
nanosom lipidov v povezavi z imunodetekcijo. Naštete tehnike bi nam omogočile identifikacijo 
lipidov, na katere se veže rekombinantni Pex11. S testom permeabilizacije lipidnih veziklov 
smo želeli preveriti domnevo, da je Pex11 porotvoren protein. 
 
Najprej smo izvedli kontrolni sedimentacijski test, kjer smo centrifugirali le vzorec brez dodanih 
lipidnih veziklov. Na ta način smo želeli preveriti, ali se bo pri centrifugiranju protein posedel 
že sam, brez dodanih veziklov, ter s tem, ali je test primeren za študije vezave rekombinantnega 
Pex11 na lipide. Ugotovili smo, da sedimentacijski test ni primeren za določevanje lipidnega 
receptorja proteinu Pex11, saj se Pex11 med centrifugiranjem posede sam po sebi.  
 
Predpostavljamo, da se je protein po centrifugiranju posedel, ker so po dializi ostali okoli 
proteina veliki miceli (detergent iz pufra), ki so proteinu dodali težo. S testom sedimentacije so 
Opaliński in sodelavci (2011) dokazali afiniteto motiva H3 proteina Pex11, ki je amfipatična 
vijačnica, do unilateralnih veziklov, sestavljenih iz negativno nabitih lipidov. Pokazali so, da se 
motiv H3 proteina Pex11 najbolje veže na unilamelarne vezikle z lipidno sestavo PC, PE, PS, 
CL in PI. Pri takšnih pogojih prihaja tudi do izrazite tubulacije unilamelarnih veziklov, ki pa je 
ni v primeru unilamelarnih veziklov iz PC ali PC/PE (Opaliński in sod., 2011). 
 
Ker se sedimentacijski test ni izkazal kot ustrezna metoda za določevanje lipidnega receptorja 
proteinu Pex11, smo nadaljevali z točkovnim nanosom lipidov za določevanje vezavnega 
partnerja proteinov. Kot pozitivno kontrolo prenosa western smo uporabili protein ostreolizin 
A, kot negativno pa pufer, v katerem smo imeli shranjen izoliran Pex11. V vseh treh primerih 
smo dobili pozitivni rezultat, kar kaže na to, da metoda ni ustrezna. Predvidevamo, da so ostanki 
detergenta v vzorcu Pex11 in pri negativni kontroli odtopili nanešene ipide in da so se Pex11 
oziroma protitelesa vezala neposredno na membrano. Pozitivni rezultat testa si lahko razlagamo 
tudi tako, da je pridobljen signal v resnici signal ozadja. Za bi lahko metodo zanesljivo 
ovrednotili bi morali test ponoviti z ekstraktom totalnih lipidov membrane eritrocita, kjer bi bil 
OlyA pozitivna kontrola testa in ne le metode. 
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Oba testa za določanje lipidnega receptorja je najverjetneje motila prisotnost detergenta v 
vzorcu. Da bi težave zaobšli, bi lahko po izolaciji rekombinantnega Pex11 zmanjšali delež 
detergenta v pufru za dializo. S tem bi sicer tvegali, da bi se protein oboril, vendar je dializa s 
pufrom brez dodanega detergenta splošno razširjen postopek pri delu z membranskimi proteini. 
 
Čeprav vzorec Pex11 ni bil očiščen z uporabo FPLC in kljub temu, da smo na NaDS-PAGE 
gelu barvanem s srebrom zaznali nečistoče, smo vseeno nadaljevali s preverjanjem 
porotvornosti Pex11 z uporabo testa permeabilizacije lipidnih veziklov. 
 
Test permeabilizacije lipidnih veziklov smo izvedli na veziklih iz lipidov POPC in iz naravnih 
lipidov iz govejih eritrocitov, ki smo jih v obeh primerih napolnili s kalceinom. V primeru, da 
preiskovana snov tvori pore v membranah, pride do sproščanja kalceina iz veziklov, kar se zazna 
kot porast fluorescence. Koncentracija kalceina v veziklih je tipično 70 mM, kar duši lastno 
emitirano svetlobo, pri sproščanju klaceina iz veziklov pa je to dušenje zavrto, kar izmerimo na 
spektrofluorimetru (Patel in sod., 2009). 
 
Čeprav se je pri poskusih na planarnih membranah, kjer so uporabili difitanoilfosfatidil holin, 
Pex11 vstavil v membrane (Mindthoff in sodelavci (2016), v našem eksperimentu z uporabo 
veziklov POPC napolnjenih s kalceinom nismo potrdili tvorbe por. Izbira veziklov, sestavljenih 
iz POPC, se je zdela logična tudi iz vidika, ker je fosfatidilholin (PC) najbolj zastopan lipid v 
membranah peroksisoma. Pričakovali smo, da bo na veziklih POPC prišlo so tvorbe pore, saj 
ima ta lipidna vrsta podobno kot difitanoilfosfatidil holin holinsko glavo. Do vezave Pex11 na 
vezikle iz POPC in sproščanja kalceina mogoče ni prišlo zaradi prisotnega detergenta v raztopini 
izoliranega Pex11. Mindthoff in sodelavci so v svoji študiji tekom pridobivanja Pex11 detergent 
Fos-cholin zamenjali z Genapol X-080, česar pa v našem primeru nismo naredili. Ker imata 
detergent Fos-cholin in POPC enako (holinsko) lipidno glavo, predvidevamo, da Pex11 težje 
prehaja v vezikle POPC. 
 
Ključna razlika med našimi eksperimenti in študijo Mindthoff in sodelavcev je tudi v 
biofizikalnem okolju, v katerem so izvajali eksperiment na planarnih membranah. Ker je bilo 
vstavljanje Pex11 v planarne membrane v pufru s 0,5 M KCl zanemarljivo, so koncentracijo 
KCl povišali na 3 M, kar smo želeli narediti tudi mi, vendar so bili vezikli POPC v takšnih 
pogojih nestabilni in meritve niso bile mogoče.  
 
Soli različno vplivajo na lipide v veziklih in v (planarnih) dvoslojih. Na dvoslojnih membranah, 
sestavljenih iz POPC, so z uporabo NaCl ugotovili, da se ioni natrija orientirajo blizu kisika 
karbonilne skupine fosfolipidov. Ion natrija omogoča povezovanje treh bližnje lipidnih molekul, 
s tem pa povzroči večjo rigidnost membran. Sam vstop iona v membrano vpliva tudi na 
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spremembe v elektrostatičnem potencialu membrane (Böckmann in sod., 2003). Takšne 
spremembe v membrani lahko ugodno vplivajo na vstavljanje membranskih proteinov v lipidne 
dvosloje. V primeru veziklov, koncentracija soli vpliva na tvorbo veziklov. Z eksperimenti na 
veziklih, sestavljenih iz (1,2-dioleoil-glicero-3-fosfoholin (DOPC) in z uporabo NaCl so 
ugotovili, da višja kot je koncentracija soli večji je premer vezikla, večji vezikli pa so manj 
stabilni (Claessens in sod., 2004). 
Čeprav lipidni sestavi membran govejih eritrocitov in peroksisomov nista enaki (Preglednica 
17), smo pri testu permeabilizacije lipidnih veziklov z vezikli iz celokupnih lipidov govejih 
eritrocitov, napolnjenih s kalceinom, po pol ure izmerili 25 % sproščanje kalceina v primerjavi 
s kontrolo, kar pomeni, da je Pex11 tvoril pore. Za vezikle, sestavljene iz lipidov iz eritrocitnih 
membran, smo se odločili, ker je v eritrocitih zastopano veliko število različnih lipidov. 
Eritrociti so prav tako dober sistem za izolacijo lipidov, ker nimajo celičnih organelov in jedra, 
tako pri ekstrakciji lipidov dobimo resnično le membranskime lipide, v nasprotju z ekstrakti 
lipidov iz posameznih frakcij organelov, ki so lahko kontaminirani z lipidi plazmaleme ali 
drugih, nežljenih celičnih organelov. V primerjavi s peroksisomi se eritrocitne membrane 
razlikujejo po tem, da ne vsebujejo fosfatidil inozitola, kardiolipina in fosfatidne kisline, so pa 
po drugi strani obogatene s holesterolom in sfingomielinom. Ker je prišlo v primeru uporabe 
veziklov, sestavljenih iz celokupnih lipidov govejih eritrocitov do tvorbe por, lahko zaključimo, 
da fosfatidil inozitol, kardiolipin in fosfatidna kislina niso lipidne tarče za vezavo Pex11. Na 
podlagi rezultatov testa permeabilizacije lipidnih veziklov na veziklih, sestavljenih iz POPC, 
kjer ni prišlo do sproščanja kalceina in tvorbe pore, lahko zaključimo, da tudi POPC ni lipidni 
receptor za Pex11. 
 
Preglednica 17: Lipidna sestava membrane peroksisoma S. cerevisiae in govejih eritrocitov (Nelson, 1967). 
PC - fosfatidil holin, PE - fosfatidil etanolamin, PI - fosfatidil inozitol. PS - fosfatidil serin, CL - kardiolipin, PA - 
fosfatidna kislina, CH - holesterol, SM – sfingomielin in D – drugo. 
Delež lipidov 
(%) 
PtdCho PtdEtn PtdIns PtdSer CL PA CH SM D 
Peroksisomi S. 
cerevisiae 
48,2 22,9 15,8 4,5 7 1,6 / / / 
Eritrociti  23 20 / 11 / / 25 18 3 
 
Z eksperimenti na planarnih membranah smo želeli v nadaljevanju preveriti, ali lahko skozi 
poro, ki jo posreduje Pex11, prehajata molekuli koencim A in NADH. Po dodatnem in 
poglobljenem prebiranju literature smo ugotovili, da molekuli koencim A in NADH zaradi 
velikosti ne bi mogli prehajati preko pore. Preko pore lahko namreč prehajajo le tiste molekule, 
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ki so manjše od 400 Da, kar pa ne velja za koencima A (750 Da) (Rauchova in sod., 1997) in 
NADH (665 Da) (Vishwasrao in sod., 2018 ) 
 
Koencim A nastaja tako v citosolu kot tudi v peroksisomih, zaradi česar ni neposredne potrebe 
po prehajanju te molekule med tema celičnima predelkoma (Liu in sod., 2017). Hipoteza 
prehajanja koencima A skozi pore membran peroksisomov je povezana z vprašanjem o prenosu 
acetil-CoA oziroma acetata v citosol, kjer se lahko pretvori v piruvat in vstopi v cikel citronske 
kisline ali pa se prenose v endoplazemnski retikulum za sintezo maščobnih kislin.  
Pri mitohondrijih sesalcev poznamo transporter karnitin aciltranferazo II, ki omogoča prenos 
acilne skupine s karnitinom v in iz martriksa mitohondrija (Boyer, 2005), Pri kvasovki 
oksidacija maščobnih kislin poteka le v peroksisomih. V peroksisomu se acetat prav tako 
prenese iz CoA na karnitin s pomočjo karnitin aciltransferaze. V peroksisomih kvasovk bi 
pričakovali podoben sistem za prenos acetilkarnitina preko peroksisomalne membrane v citosol 
kot velja za mitohondrije, vendar na peroksisomih do danes ni bilo najdenega prenašalca za 
molekule, povezane s karnitinom (Antonenkov in Hiltunen, 2012). Glede na velikost molekule 
acetilkarnitina predvidevamo da bi lahko prehajal skozi poro, ki jo posreduje Pex11. Prenos 
acetata na karnitin pa za njegovo potrošnjo sploh ne bi bila potrebna, če mu pridružimo 
glioksilatno pot, ker acetil-CoA z oksaloacetatom tvori citrat, ki lahko prehaja preko 
peroksisomalne membrane.  
 
Hipoteza prehajanja NADH preko pore, ki jo posreduje Pex11, izhaja iz vprašanja, kakšen je 
mehanizem ohranjanja redukcijskih ekvivalentov pri β-oksidaciji maščobnih kislin. Ohranjanje 
razmerja med NAD+/NADH v mitohondriju pri ciklu citronske kisline je povezano s prenosom 
elektronov na dihalno verigo in mitohondrijskimi prenašalnimi sistemi, kot je malat-aspartatni 
prenašani sistem (Davila in sod., 2018). Pri S. cerevisiae sta bila odkrita dva mitohondrijska 
prenašalca NAD+, in sicer Ndt1p in Ndt2p, ki za prenos zahtevata izmenjavo z AMP in GMP 
(Todisco in sod., 2006). Tudi peroksisomi potrebujejo podobne sisteme za ohranjanje 
redukcijskih ekvivalentov, vendar prenašalni proteini za NAD+ še niso bili odkriti. V ohranjanje 
redukcijskega potenciala bi lahko bila vključena pretvorba metabolitov glioksilatnega cikla, 
natančneje oksidacija NADH v NAD+ pri pretvorbah oksaloacetata v malat. 
 
Mehanizem prehoda citrata, malata, oksaloacetata in drugih molekul glioksilatnega cikla ki 
nastajajo v perokisomu v citosol, ni znan, glede na velikost pa bi lahko prehajali preko pore, ki 
jo posreduje Pex11. Enaka predvidevanja imajo tudi Mindthoff in sodelavci (2016). 
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5 SKLEPI 
 Pri nalogi smo uspešno pridobili rekombinantni Pex11. Donos rekombinantnega Pex11 je 
bil največji pri gojenju celic na gojišču z glukozo in ko je bila njegovo izražanje uravnano 
preko nativnega promotorja, ki smo ga inducirali z oleinsko kislino. 
 
 Sedimentacijski test in točkovni nanos lipidov za določevanje vezavnega partnerja nista bili 
ustrezni metodi za določitev, kateri je lipidni receptor za Pex11. 
 
 Rekombinantni Pex11 je porotovrni protein. Porotvorno aktivnost smo dokazali na veziklih 
iz celokupnega lipidnega ekstrakta govejih eritrocitov, ki smo jih napolnili s kalceinom. 
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6 POVZETEK 
Čeprav so bili peroksisomi prvič opisani pred 50 leti, se še vedno ne ve natančno, kateri so 
membranski proteini, ki so povezani s prenosom topljencev vključenih v metabolizem 
peroksisomov. Na membranah peroksisomov kvasovke Saccharomyces cerevisiae so bile do 
sedaj opisane tri vrste napetostno neodvisnih kanalov, za katere se predpostavlja, da so 
membranski proteini iz družine proteinov Pex11. Pri S. cerevisiae spadajo v družino proteinov 
Pex11 trije proteini, Pex11, Pex25 in Pex27, vendar je le Pex11 transmembranski protein ter s 
tem potencialni kandidat za tvorbo por in prenos topljencev preko membran peroksisomov. 
 
Namen naloge je bil nadgraditi raziskavo Mindthoff in sod. (2016), na osnovi katere so 
predlagali, da lahko Pex11 tvori pore v membranah peroksisomov. Cilja naloge sta bila (i) 
pridobiti rekombinantni protein Pex11 in preveriti njegovo porotovrno aktivnost na 
unilamelarnih veziklih napolnjenih s kalceinom ter (ii) preveriti specifičnost pore za prehajanje 
molekul NADH in koencima A na sistemu planarnih membran. 
 
Da bi pridobili rekombinantni protein Pex11, smo pripravili dva različna ekspresijska vektorja, 
ki smo transformirali v dva različna ekspresijska seva S. cerevisiae ter s tem pripravili štiri 
različne ekspresijske sisteme. Z namenom, da bi določili, kateri izmed štirih ekspresijskih 
sistemov je primernejši za produkcijo rekombinantnega proteina Pex11, smo (i) preverili hitrosti 
rasti ekspresijskih sistemov ter hkrati ovrednotili (ii) količino rekombinantnega proteina Pex11 
pri vseh štirih ekspresijskih sistemih v povezavi s gojenjem v gojiščih z različnimi viri ogljika. 
Rezultate analize ekspresijskih sistemov smo prenesli na večjo skalo in pri nalogi smo uspešno 
pridobili rekombinantni Pex11. Donos rekombinantnega Pex11 je bil največji pri gojenju celic 
na gojišču z glukozo in ko je bila njegovo izražanje uravnano preko nativnega promotorja, ki 
smo ga inducirali z oleinsko kislino. Da bi ugotovili, kakšne so interakcije rekombinantnega 
Pex11 z lipidnimi membranami, smo izvedli (i) sedimentacijski test, (ii) točkovni nanos lipidov 
za določitev vezavnega partnerja proteinov, (iii) test permeabilizacije lipidnih veziklov iz 
komercialnih lipidov POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholin), napolnjenih s 
kalceinom in (iv) test permeabilizacije lipidnih veziklov iz naravnih lipidov, izoliranih iz 
eritrocitnih membran, ki smo jih napolnili s kalceinom. Sedimentacijski test in točkovni nanos 
lipidov za določevanje vezavnega partnerja nista bili ustrezni metodi za določitev, kateri je 
lipidni receptor za Pex11. Rekombinantni Pex11 je porotovrni protein. Porotvorno aktivnost 
smo dokazali na veziklih iz celokupnega lipidnega ekstrakta govejih eritrocitov, ki smo jih 
napolnili s kalceinom. 
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